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1. UVOD 
U veterinarskoj medicini najčešće korišteni pripravci za održavanje opće anestezije su 
inhalacijski anestetici sevofluran, dezfluran i izofluran. Glavni metaboliti izoflurana su 
fluorooctena kiselina i anorganski fluor, a njihova količina je minimalna pa su netoksični za 
anestezirane svinje, ali i stručno osoblje u operacijskoj dvorani. Visoka hlapljivost izoflurana, 
uz njegovu slabu topivost u krvi omogućuju brzu indukcĳu anestezije te laganu regulacĳu i 
kontrolu dubine anestezije. Izofluran se često koristi u kombinaciji s dušikovim oksidulom 
(1). Uz prethodno navedene prednosti, poznato je da izofluran, ovisno o primjenjenoj dozi in 
vivo, na stanice djeluje kao impuls koji izaziva mnoge reakcije, uključujući prilagodbu, 
oštećenje, proliferaciju, apoptozu i nekrozu (2). U pokusu na miševima, opisuju se 
citotoksični i genotoksični učinak izoflurana, posebice na stanice jetre, bubrega i mozga. 
Mehanizmi toksičnosti izoflurana mogu biti izravni i neizravni, prouzročeni prisutnošću 
toksičnih metabolita i njihovim kovaletnim vezivanjem na stanične makromolekule (proteine i 
lipide) i/ili pojavnošću imunosnog odgovora na “modificirane” izmijenjene jetrene proteine 
prouzročene reaktivnošću metabolita i posljedičnim stvaranjem imunokompleksa i 
autoprotutijela na vlastite tkivne komponente (3). Na modelu stanica porijeklom iz srca 
zamorčića, u in vitro uvjetima uočeno je da izofluran smanjuje adheziju neutrofila za stanice 
endotela koronarnih krvnih žila nakon inducirane ishemije. Mehanizam tog djelovanja nije 
razjašnjen, ali kako u procesu adhezije sudjeluju membranski proteini, pretpostavlja se da 
izofluran interferira sa sintezom proteina koji sudjeluju u procesu adhezije neutrofila (4). 
Nalaz oštećene deoksiribonukleinske molekule (DNK) limfocita periferne krvi, u 
anesteziologa i anestezioloških tehničara svakodnevno izloženih malim dozama izoflurana, 
halotana i dušikovog oksidula u operacijskim dvoranama, upućuje na njihovu genotoksičnost, 
ali posljedično tomu i na imunosupresijski učinak (5). Naime, u in vitro uvjetima izofluran 
izaziva apoptozu limfocita, a postotak stanica zahvaćenih apoptozom povećava se 
produžavanjem vremena izlaganja i povećanjem doze izlaganja (6). Literaturni podatci u 
okviru biomedicinskih istraživanja oskudni su informacijama o učincima inhalacijskih 
anestetika na staničnu imunost životinja. Međutim, na osnovi dosadašnjih spoznaja vezanih 
uz višednevnu primjenu dušikovog oksidula ustanovljeno je da dušikov oksidul (70%) u 
kombinaciji s izofluranom može promijeniti imunosni odgovor smanjenjem kemotaktične 
aktivnosti neutrofila i monocita (7). Naime, u literaturi su opisani imunosupresijski učinci, 
odnosno utvrđeni sniženi udjeli CD4+, CD8+, CD21+ i CD45+ limfocita nakon ponovljive 
inhalacijske anestezije sevofluranom ili kombinacijom sevoflurana i dušikovog oksidula kroz 
   2 
21 dan u kunića (8). Također sličan nalaz imunofenotipizacije limfocitarnih staničnih 
subopulacija svinje, opisan je nakon primjene sevoflurana pojedinačno ili u kombinaciji s 
kisikom i dušikovim oksidulom (9). 
U recentnoj literaturi nema opisanih sličnih istraživanja na modelu životinja nakon primjene 
izoflurana pojedinačno ili u kombinaciji s dušikovim oksidulom. Stoga je od interesa za 
unapređenje dosadašnjih saznanja iz područja anestezije ispitati izofluran na životinjskom 
modelu i to s ciljem da se prouče njegovi učinci na staničnu imunost nakon višednevne 
primjene te unaprijede dosadašnja saznanja na području anesteziologije i imunologije. Kako 
bi to dokazali, glavni ciljevi našeg istraživanja su bili sljedeći: 
• istražiti utjecaj izoflurana primjenjenog samostalno ili u kombinaciji s dušikovim 
oksidulom na staničnu imunost u svinje nakon njegove primjene kroz 24 dana gdje 
očekujemo imunosupresiju stanične imunosti koja se prati određivanjem CD4+, CD8+, 
CD21+ i CD45+ limfocita u životinja tretiranih različitim kombinacijama primijenjenih 
pripravaka; 
• istražiti vrijednosti hematoloških pokazatelja svinja nakon primijene izoflurana 
samostalno ili u kombinaciji s dušikovim oksidulom; 
• istražiti vrijednosti biokemijskih pokazatelja svinja nakon primijene izoflurana 
samostalno ili u kombinaciji s dušikovim oksidulom; 
• analizirati imunohistološke i histomorfometričke promjene koštane moždine i slezene 
te pokazatelje histopatoloških promjena koštane moždine, slezene, pluća i limfnog 
čvora nakon primijene izoflurana samostalno ili u kombinaciji s dušikovim oksidulom. 
 
U okviru našeg istraživanja proučavajući utjecaj izoflurana pojedinačno ili u kombinaciji s 
dušikovim oksidulom na staničnu imunost, prasad smo ovisno o primjenjenoj inhalaciji 
podijelili u četiri skupine sa po sedam prasadi. Krvne uzorke za određivanje hematoloških i 
biokemijskih pokazatelja te subpopulacije CD4+, CD8+, CD21+ i CD45+ limfocita uzimali smo 
0., 4., 8., 16. i 24. dana istraživanja. Na kraju istraživanja eutanizirali smo iz svake skupine po 
dvoje prasadi te na uzorcima tkiva pluća, slezene, perifernog limfnog čvora i koštane moždine 
pratili smo patoanatomske i histopatološke promjene. 
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2. PREGLED LITERATURE 
2.1. Osobitosti imunosnih stanica u svinja 
Razvitak i sazrijevanje imunosnog sustava te njegovih staničnih i molekularnih sastavnica, 
započinje u ranom embrionalnom razvitku svinje pa sve do otprilike 7. tjedna života (10). 
Općeniti zaključak malog broja radova koji opisuju razvitak imunosti u svinje upućuje na 
pojavu umanjenog broja imunosnih efektorskih stanica i njihovu oslabljenu reaktivnost te 
posljedičnu imunodeficijenciju u mlade prasadi. Primjerice, u prasadi bez specifičnog 
patogena (engl. specific-pathogen free = SPF) utvrđen je znatan broj nezrelih B-limfocita u 
slezeni, limfnim čvorovima, Peyerovim pločama (PP) i timusu 2 dana prije rođenja (11). 
Odmah po prasenju, raste broj B-limfocita, napose broj IgM+ stanica, a potom se povećava 
broj IgG+ i IgA+ stanica, ovisno o istraživanom limfatičkom tkivu. Za razliku od B-limfocita, 
različite subpopulacije T-limfocita su dobro razvijene već prije rođenja u većini limfatičkih 
tkiva, a njihov je porast brojnosti primijećen u slezeni i lamini propriji (LP) tankog crijeva 
(12). Poznato je da, u limfatičkim tkivima i organima, pri rođenju prasadi, u potpunosti je 
razvijen T-stanični odjeljak (13), dok glavni dotok T stanica u sluznici crijeva počinje nakon 
rođenja i traje do približno 7. tjedna života (14). Isto tako, opisana je raspodjela T stanica u 
sluznici tankog crijeva (LP) šestomjesečne svinje (15). Općenito se smatra da su imunosne 
efektorske stanice prisutne u limfatičkim organima prije razvitka aktivne imunosti, odnosno 
prije dodira s egzogenim antigenima. Slijed topografskog i funkcijskog razvitka imunosnih 
organa i tkiva te pojava limfoidnih i mijeloidnih stanica tijekom prenatalnog i ranog 
postnatalnog razdoblja, prikazan je u Tablici 1. 
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Tablica 1. Embrionalni i postnatalni slijed u razvitku i sazrijevanju imunosnih organa, 
tkiva, stanica i molekula svinje (izvor. Valpotić, I., 2001). 
Dan embrionalnog/ 
postnatalnog života  
Zbivanje u razvitku/sazrijevanju limfatičkih organa i 
tkiva, odnosno limfoidnih i mijeloidnih stanica te 
imunosnih molekula svinje 
21 Rudiment timusa 
22 Rudiment slezene 
24 Pojava prekursora makrofaga u žumanjčanoj vreći 
25 Makrofagi u jetri 
28 Limfoidne stanice i mijeloblasti u jetri, limfoidne stanice u 
području timusa  
32 Limfne žile u slezeni  
40 γδ T stanice i pre-B- stanice u jetri, limfociti u omentumu 
44 CD4+ i CD8+ T stanice u timusu, sIgM+ B stanice u jetri, 
limfociti u slezeni i LČ 
50 Spontano lučenje IgM od jetrenih B stanica, T stanice u 
slezeni i koži, kori i srži timusa, limfociti u koštanoj moždini 
i crijevu 
60 FcR za vezanje komplementa na površini splenocita 
67 Timusne B stanice luče neznatne količine IgM, IgG i IgA 
77 Formiranje folikularne građe PP 
01 Limfociti i makrofagi u ispirku alveola bronha 
26 Zametni centri u LČ i PP 
49 Adultne vrijednosti staničnih i humoralnih imunosnih 
pokazatelja 
Po mnogim osobitostima, molekularni fenotipovi svinjskih leukocita i njihovih subpopulacija, 
više su slični ljudskim nego onima u laboratorijskih glodavaca. Međutim, subpopulacije 
limfoidnih stanica u adultnih svinja imaju nekoliko posebnosti (16). Primjerice, dok u ostalih 
istraživanih sisavaca T-limfociti ispoljavaju ili CD4 (pomoćnička funkcija) ili CD8 
(citolitička funkcija) molekule, u svinje postoje značajne subpopulacije dvostruko pozitivnih 
(CD4+, CD8+) i dvostruko negativnih (CD4-, CD8-) stanica (17). Osim toga, razmjerno veliki 
postotak svinjskih CD8+ stanica ispoljava visoku razinu molekula razreda II glavnog sustava 
tkivne snošljivosti (engl. Major histocompatibility complex = MHC). Pored nelimfoidnih 
stanica (neutrofila, eozinofila, bazofila, monocita, makrofaga i dendritičkih stanica) koje 
sudjeluju u staničnom imunosnom odgovoru, napose u prikazivanju antigena, glavnu ulogu 
imaju 4 porodice limfocita, odnosno B stanice, CD3+CD2+ αβ T stanice, CD3+γδ T stanice i 
CD3+ stanice. Najintrigantnije i najistraživanije među njima su CD3+CD2+ αβ ili γδ T stanice, 
poznatije kao nulte T stanice (18). Ove prethodne zbog svojih neuobičajenih dvostruko 
pozitivnih ili negativnih subpopulacija i nekonvencionalnih funkcija (19), a potonje zbog 
svoje pojavnosti i apsolutnih brojeva u krvi nekih svinja (~ 50% i < 107/mL) te nekoliko 
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novih molekula koje definiraju nekoliko subpopulacija γδ T stanica potpuno nepoznate 
funkcije (20). Mnoge stanice imaju sposobnost prikazivanja antigena, (engl. Antigen-
presenting cells= APC) koje uključuju makrofage/monocite, dendritičke stanice i B limfocite. 
Jedini pravi mijeloidni marker je SWC3 molekula prisutna na svinjskim 
makrofagima/monocitima i granulocitima. Osim nje na mononuklearnim fagocitima nalaze se 
CD18, CD21 (na B stanicama i folikularnim dendritičkim stanicama) i CD25 (IL-2 receptor) 
funkcijske molekule (21). Svinjski T-limfociti mogu se pak karakterizirati kao stanice (kojih u 
perifernoj krvi ima oko 55%), porijeklom iz timusa (22). Temeljem imunofenotipske 
karakterizacije membranskih diferencijacijskih (CD/SWC) antigena do danas je identificirano 
37 subpopulacija leukocita (23). CD3 molekula koja je uvijek udružena s TCR ( T stanični 
receptor) najpouzdaniji je biljeg T stanica (24). 
U perifernoj krvi odraslih svinja su prema The Merck Manual (1998.) uobičajene sljedeće 
vrijednosti: leukociti 11-22 x109/L, limfociti 35-75%, segmentirani neutrofili 20-70%, 
nesegmentirani neutrofili 0-4%, monociti 0-10%, eozinofili 0-15%, bazofili 0-3% (25). 
 U perifernoj krvi svinja T- limfociti čine 45-57%, B- limfociti 26-38%, a oko 5% svrstani su 
u 0-limfocite (26). U stanju “mirovanja”, odnosno imunosnog neaktiviranja, u perifernoj krvi 
odraslih svinja, biljezi subpopulacija T- limfocita zastupljeni su u različitim udjelima: TCRαβ 
(14-34%), TCRγδ (31-39%), CD2 (58-72%), CD4 (23-43%) i CD8 (17-39%), što odražava i 
relativnu brojnost tih stanica. Podskupina dvostruko pozitivnih CD4+CD8+ s memorijsko-
citolitičkom funkcijom prisutna je u izvantimusnim prostorima (27), a obzirom na druge vrste 
prisutna je samo u timusu tijekom razvoja i to više od 15% pa se smatra nezrelim T- 
limfocitima (28). U perifernoj krvi ima ih više od 60%, a također su prisutni i u odjeljcima 
crijevnog imunosnog sustava (29). Od ukupnog broja limfocita na B stanice otpada 13-38%. 
Tijekom sazrijevanja, na površini B- limfocita pojavljuju se i drugi diferencijacijski antigeni: 
CD1, SWC7 i CD21 (30), a njihova fenotipska ekspresija razlikuje se ovisno o tkivu/organu 
svinje (28, 31, 32). Prethodno opisano proizlazi na osnovi specifičnosti imunosnog sustava 
svinje vezane uz obrnutu građu limfnog čvora (u središtu im se nalazi limfni folikul) te 
velikog broja jejunalnih i ileocekalnih Peyerovih ploča. Jejunalne Peyerove ploče sadrže 
podjednake udjele B i T-limfocita cijelog života svinja za razliku od ileocekalnih Peyerovih 
ploča u kojih se udjeli B- limfocita smanjuje tijekom prve godine života (33, 12). Nadalje, u u 
kupolama Peyerovih ploča u blizini M stanica smještene su dendritičke stanice koje su vrlo 
važne za imunosni nadzor epitelnih površina sluznice crijeva (34). U svinja za obranu 
sluznice probavila od antigena iz okoliša od iznimne je važnosti sekrecijski IgA kojeg 
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proizvode plazmociti LP uz pomoć T stanica (35). Također i neutrofili imaju značajnu ulogu u 
lokalnoj, nespecifičnoj obrani sluznice probavnog sustava svinje koji potaknuti reakcijom 
kompleksa antigen-protutijelo, ovisno o sekrecijskom IgA protutijelu migriraju u lumen 
crijeva (36). Migracija neutrofila u lumen crijeva ovisi o prisustvu cirkulacijskih IgG te 
kolostromskih ili sekrecijskih IgA protutijela (37, 38, 39). Tijekom kemotaksijskog odgovora 
neutrofili vezući se specifičnim receptorima za adhezijske molekule endotela tkivnih kapilara, 
prolazeći kroz kapilare do inficiranih tkiva, aktiviraju se i izlučuju upalne medijatore ili 
citokine, kao i reaktivne metabolite kisika kojima uništavaju bakterijsku stanicu (40). 
Primjenom postupaka molekularnog kloniranja utvrđena je narav i uloga brojnih citokina, kao 
što su faktor nekrotiziranja tumora α (TNFα), interleukin-1 (IL-1), IL-2, IL-4, IL-6, IL-8 i 
kemokini, transformacijski činitelj rasta β (TGFβ), IL-3, -5, -7 i 10 te činitelj stimulacije 
kolonija (CSF) u imunologiji svinje (41). U svinje je također otkrivena prisutnost tri tipa 
interferonske (IFN) podfamilije I (IFNα, β i ώ) i jedan tip (IFNγ) IFN podfamilije II (42).  
2.2. Inhalacijski anestetici 
Inhalacijski anestetici su lijekovi koji se u humanoj i veterinarskoj medicini najčešće koriste 
za održavanje opće anestezije, a povremeno se koriste i za uvod u opću anesteziju. 
Nespecifični mehanizam djelovanja inhalacijskih anestetika vezan je uz lipidni sloj stanične 
membrane (43). Lako se titriraju, pouzdani su u sprečavanju sjećanja, a dubina anestezije se 
može brzo prilagoditi na predvidiv način praćenjem koncentracije inhalacijskog anestetika na 
kraju udaha. Učinkoviti su bez obzira na dob i habitus. Posjeduju i svojstva korisna za vrijeme 
operacije, kao što su relaksacija skeletnih mišića, očuvanje srčanog izbačaja i moždanog 
protoka, relativno predvidiv profil buđenja i zaštitu organa od ishemijske ozljede. Isto tako, 
poznati su nedostaci inhalacijskih anestetika, a to su nedostatak analgetičkog učinka, 
povezanost s poslijeoperacijskom mučninom i povraćanjem, mogućnost nastanka ugljikova 
monoksida za vrijeme anestezije i posljedična intoksikacija i mogućnost nastanka hepatitisa 
(pri korištenju halotana). Danas se najčešće primjenjuju sevofluran, dezfluran i izofluran (43, 
44). Apsorpcija inhalacijskih anestetika u krv i distribucija u druga tkiva određeni su 
njihovom topljivošću u krvi (koeficijent krv/plin), plućnim krvnim protokom, protokom krvi 
kroz pojedine organe, topljivošću anestetika u pojedinim tkivima (koeficijent tkivo/krv) i 
masnim tkivima. Stoga, inhalacijskom anestezijom treba postići i održati nužni i dovoljni 
parcijalni tlak inhalacijskog anestetika na mjestu djelovanja u moždanom tkivu (43). Isto tako, 
poznato je da će davanje visoke koncentracije permanentnog plina dušikovog oksidula (N2O) 
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olakšati porast alveolarne koncentracije inhalacijskog anestetika (npr. izoflurana) te se taj 
fenomen naziva “učinak drugog plina” (44). U kliničkoj praksi teži se onoj alveolarnoj 
koncentraciji inhalacijskog anestetika kojom se održava anestezija, a to je ona minimalna 
alveolarna koncentracija (MAK) inhalacijskog anestetika pri jednoj atmosferi koja sprečava 
pokret u 50% pacijenata kao odgovor na bolnu stimulaciju (npr. kožni rez) (43). Idealni 
inhalacijski anestetik trebao bi brzo početi svoje djelovanje, ono bi moralo biti predvidivo, 
oporavak brz, a djelovanje na mozak i druge organe ne bi smjelo postojati nakon anestezije.  
2.2.1. Izofluran 
Izofluran je halogenirani metil-etilni eter koji je bistra, nezapaljiva tekućina pri sobnoj 
temperaturi. Ima visoki stupanj nadražljivosti na dišne puteve. Najjači je od inhalacijskih 
anestetika te je u kliničku uporabu ušao 1970. godine. Ima veliku fizikalnu stabilnost i gotovo 
se ne razgrađuje (za vrijeme skladištenja do 5 godina ili pri izlaganju svijetlu pa je tako postao 
“zlatni standard” anestetika) (43). Izofluran u krvi ima slabi koeficijent topljivosti što rezultira 
brzim uvođenjem u opću anesteziju, a i sam oporavak iz anestezije je brz (44). U prasadi za 
vrijeme kastracije, uspoređujući učinke izofluranske i sevofluranske anestezije, nisu uočene 
značajne razlike osim što je prilikom izvođenja anestezijskog protokola izofluranom vrijeme 
uvoda u anesteziju bilo kraće, a vrijeme buđenja bilo duže (45). U ljudi se izofluran u 
organizmu metabolizira manje od 1%, a također se minimalno izlučuje preko bubrega. U 
većim koncentracijama opažene su vazodilatacija i hipotenzija. Većinom se nepromijenjen 
izdiše plućima, stoga je pogodan kod bolesti jetre i bubrega (43). Tako je uočeno da izofluran 
u miševa smanjuje ishemijsko reperfuzijsku ozljedu bubrega i modulira leukocitnu infiltraciju 
bubrega (46). Nije zapaženo povećanje koncentracije alanin-aminotransferaze u krvnim 
uzorcima svinja anesteziranih desfluranom i izofluranom odmah nakon anestezije te nakon 24 
sata i 4-7 dana nakon završetka anestezije (47). 
Poznato je imunosupresijsko djelovanje izoflurana na imunosne stanice. Za vrijeme 
kraniotomije u ljudi uočeno je da anestezija intravenskim anestetikom propofolom tijekom 
jednokratne izloženosti smanjuje kirurškim stresom potaknuti imunosni odgovor u usporedbi 
s izofluranskom anestezijom (48).  
Isto tako, nisu uočene značajne razlike u imunosnom odgovoru prilikom anestezije provedene 
intravenskim anestetikom propofolom i inhalacijskim anestetikom izofluranom nakon 
učinejne histerektomije u ljudi (49). Ustanovljeno je da izofluran inducira apoptozu 
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polimorfonuklearnih neutrofila ovisno o primjenjenoj dozi in vivo i in vitro (2). Citotoksični i 
antiproliferacijski učinak na stanice tumora dokazan je na humanom modelu izofluranom 
primjenjenim in vitro (50).  
Na oksidacijski odgovor neutrofila na infekciju, izofluran kao i drugi inhalacijski anestetici 
poput sevoflurana i dezflurana imaju minimalan učinak (51). Isto tako, u in vitro istraživanju, 
puna krv je inkubirana s 0,5 i 1 MAK izoflurana kroz 60 minuta. Uočeno je da izofluran 
utječe na aktivaciju 3 molekule zadužene za adheziju koje su bitne u procesu mobilizacije 
neutrofila (52).  
2.3. Permanentni plinovi 
Pod pojmom gore navedenog naslova u anesteziji koristimo plinove kisik i dušikov oksidul te 
zrak (43). 
2.3.1. Dušikov oksidul 
Dušikov oksidul je jedan od najstarijih i najrasprostranjenijih plinova korištenih pri 
inhalacijskoj anesteziji. U veterinarskoj i humanoj medicini najčešće se primjenjuje u 
kombinaciji s drugim inhalacijskim anesteticima. U veterinarskoj medicini uočeno je da 
dušikov oksidul ima slabo analgetsko djelovanje, za razliku od humane medicine gdje je 
dušikov oksidul u 50% koncentraciji u hitnih pacijenta bolji analgetik od konvencionalno 
korištenih analgetika (1, 53). Analgetska svojstva dušikova oksidula u ljudi manja su nego što 
se do sada mislilo (54). Uočeno je da dušikov oksidul potiče otpuštanje opioidnih peptida u 
mozgu čovjeka (55). Dušikov oksidul pokazuje svoje štetno djelovanje radi prelaska iz krvi u 
tjelesne šupljine i šuplje organe i na taj način povisuje njihov unutrašnji tlak, a to uključuje 
akutnu crijevnu opstrukciju, pneumotoraks, zračnu emboliju itd. (44, 56). 
Od štetnih učinaka poznat je njegov nepovoljan učinak na koštanu moždinu i druga tkiva s 
posljedicom ubrzanog dijeljenja stanica. Ustanovljeno je da dušikov oksidul može promijeniti 
imunosni protuupalni odgovor pokretanjem aktivnosti polimorfonuklearnih leukocita (44). 
Isto tako, njegovo djelovanje (70% N2O u kombinaciji s izofluranom) može promijeniti 
imunosni odgovor smanjenjem kemotaktične aktivnosti neutrofila i monocita (7). Supresija 
koštane moždine ovisna je o dozi dušikovog oksidula i vremenu njegove ekspozicije pa će se 
obzirom na to razviti anemija slična pernicioznoj jer dolazi do inhibicije enzima metionin-
sintetaze koji je uključen u metabolizam vitamina B12 (57). U miševa višednevno izloženih 
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inhalacijskim anesteticima halotanu i enfluranu u kombinaciji s dušikovim oksidulom uočen 
je toksični učinak na reproduktivne organe (58). Isto tako, opaženo je da anestezija 
kombinacijom izoflurana i dušikova oksidula potiče neuroapoptozu u novorođene prasadi 
(59).  
2.4. Znakovitosti primjene inhalacijske anestezije u svinje 
U anesteziji pokusnih životinja, anestezija svinje se izvodi učestalo i potrebno je poznavanje 
specifičnosti anestezije u svinja. Postoji nekoliko problema pri anesteziji svinje. Jedan od 
problema je tjelesna masa svinje koja može biti u odojka manje od jednog kilograma pa do 
odraslog nerasta koji mogu biti teški do 400 kilograma. Ipak, u istraživanju i za većinu 
operacija koristimo svinje tjelesne mase od 10-30 kg. Intravenska primjena lijeka u svinje je 
problematična jer periferne vene nisu vidljive zbog pretilosti životinje. Najčešće se koriste 
vene na uškama, a ako je potrebna intramuskularna injekcija potrebno je koristiti iglu dugačku 
najmanje 3 cm, jer je debel sloj potkožnog masnog tkiva. Mjesta na kojima se svinjama daju 
intramuskularne injekcije su lateralna strana vrata neposredno kaudalno od uha te slabina ili 
područje stražnje noge. Kod intravenske primjene lijekova koriste se v.saphena lateralis i 
medialis, v.jugularis uz već spomenutu venu na ušci.  
Kod pripreme svinje za anesteziju preporuča se period posta u trajanju od minimalno 12-24 
sata kako bi se ispraznili trbušni organi i na taj način smanjio intrabadominalni tlak.  
Endotrahealna intubacija svinje može biti problematična. Svinja ima vrlo dugačku gubicu pa 
je ponekad intubacija zahtjevna jer je vidljivost grkljana otežana. Ponekad je problem i 
laringospazma pa se preporuča koristiti lidokain u spreju. Ako intubacija nije moguća 
ponekad je potrebno učiniti traheotomiju svinje. 
Za indukciju anestezije u svinje najčešće se koriste barbiturati, ali se koriste i disocijativni 
anestetici te inhalacijski anestetici. Barbiturati se često koriste i imaju svojih prednosti i 
nedostataka. Barbiturati su vrlo jeftini anestetici i izazivaju brzi uvod u anesteziju. Problem je 
što, ako se primjenjuju paravenski, mogu izazvati nekrozu kože na mjestu primjene, nemaju 
analgetsko djelovanje, doza za indukciju anestezije i doza koja izaziva apneju su gotovo 
jednake (60, 61, 62).  
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3. MATERIJALI I METODE 
3.1. Materijali 
3.1.1. Tehnološki uvjeti u štali 
Istraživanje smo proveli u štali Klinike za kirurgiju, ortopediju i oftalmologiju Veterinarskog 
fakulteta Sveučilišta u Zagrebu. 
U štali su životinje bile smještene u kontroliranim mikroklimatskim uvjetima. Štala je imala 
prozore preko kojih je prozračivan prostor te su prozori također služili kao izvor prirodne 
svjetlosti. Na stropu štale nalazila su se i umjetna rasvjetna tijela. Pokusnu prasad smo 
smjestli u odjeljke koji su imali betonski pod, a na njemu je bila stelja u obliku slame i 
piljevine koju smo mijenjali jedanput dnevno. Prasad je hranjena standardnom krmnom 
smjesom za tovnu prasad, a napajana je putem pojilice. Istraživanja ovoga rada Povjerenstvo 
za etiku u veterinarstvu Veterinarskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu ocijenilo je etički 
prihvatljivim i znanstveno opravdanim (Kl.: 640-01/12-17/26, ur. br.: 251/61-01/139-12-2). 
3.2. Životinje 
U istraživanje je bilo uključeno 28 prasadi pasmine križani landras, dobrog zdravstvenog 
stanja, tjelesne težine oko 12 kg. Životinje smo smjestili u odjeljke ograđene betonskim 
zidom i drvenom pregradom te smo ih nasumično podijelili u 4 skupine, koje su se sastojale 
od 7 prasadi, podjednakog broja muških kastrata i ženki odbijenih u dobi od 26 dana. Prasad 
je hranjena dvaput dnevno. Tijekom cijelog pokusa voda im je bila dostupna ad libitum. 
3.2.1. Protokol istraživanja 
Prasad smo podijelili u 4 pokusne skupine, a svaka skupina sastojala se od 7 prasadi (Tablica 
2). Pokusne skupine obilježili smo kao: A, B, C, D. U pokusu smo koristli slijedeće pripravke: 
1. izofluran (Forane, Abbott Laboratories Ltd, Velika Britanija); 
2. dušikov oksidul (Messer, Hrvatska). 
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Tablica 2. Plan pokusa sukladno kronološkom uzimanju uzorka i slijedu mjerenja. 
Skupina 
A  
(n=7) 
B  
(n=7) 
C  
(n=7) 
D  
(n=7) 
Protokol pojedine 
skupine 
Protok kisika 
2 l/min,  
Protok 0,8 l/min 
kisika i 1,2 l/min 
dušikova 
oksidula  
izofluran (3% 
u prvih 5min. 
zatim 2%); 
protok kisika 
2 l/min,  
izofluran (2% u 
prvih 5 min. zatim 
1,3%); protok 
kisika 0,8 l/min O2 
i 1,2 l/min 
dušikova oksidula  
Dnevno trajanje 
protokola * 
15 minuta 15 minuta 5+10 minuta 5+10 minuta 
Vađenje krvi po 
danima pokusa  
0., 4., 8., 
16., 24. 
0., 4., 8., 
16., 24. 
0., 4., 8., 
16., 24. 
0., 4., 8., 
16., 24. 
Žrtvovanje i 
uzorkovanje tkiva 
po danima 
pokusa ** 
0., 24. 0., 24. 0., 24. 0., 24. 
* pokus je trajao 24 dana 
** uzeti uzorci tkiva iz: slezene, perifernog limfnog čvora, koštane moždine i pluća za potrebe histopatološke pretrage. 
 
U skupini A prasad smo tretirali 100% kisikom protokom 2 l/min (kontrolna skupina). U 
skupini B prasad smo tretirali kombinacijom kisika 40% protokom 0,8 l/min i dušikovog 
oksidula 60% protokom 1,2 l/min. U skupini C prasad smo tretirali kombinacijom kisika 
100% protokom 2 l/min i izoflurana, a u skupini D prasad smo tretirali kombinacijom kisika 
40% protokom 0,8 l/min, dušikovog oksidula 60% protokom 1,2 l/min i izoflurana. Pokusnu 
prasad inhalirali smo tijekom 15 minuta kroz 24 dana svaki dan. Prije početka pokusa 
žrtvovali smo jedno prase te smo na kraju pokusa dvadeset i četvrtog dana žrtvovali po dvoje 
prasadi iz svake skupine pri čemu smo uzeli uzorke tkiva slezene, perifernog limfnog čvora, 
koštane moždine i pluća. 
3.2.2. Monoklonska, poliklonska protutijela i konjugati 
Za potrebe citometrijskih istraživanja subpopulacije leukocita periferne krvi koristili smo 
monoklonska protutijela (mPt), (Abcam, Cambridge, Velika Britanija i AbD Serotec, 
Kidlington, Oxford, Velika Britanija), a mišja monoklonska protutijela konjugirali smo 
fluorescentnim bojama fluorescein-izotiocijanatom (FITC) ili fikoeritrinom (Pe) (Tablica 3). 
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Tablica 3. Korišteni konjugati za citometrijsku imunofenotipizaciju leukocita 
periferne krvi svinje i mišja monoklonska protutijela (mPt) specifična za svinjske 
leukocitne CD molekularne biljege.  
mPt specifična 
za molekularni 
biljeg 
CD45 CD21 CD8a CD4 
Izotip IgG1 IgG1 IgG2a IgG2b 
Konjugat FITC FITC Fikoeritrin Pe/Cy5® 
Stanična 
specifičnost 
Leukociti B-limfociti 
Subpopulacija 
citolitičkih T 
stanica (Tc) 
Subpopulacija 
pomoćničkihT-
limfocita (Th) 
Izvor 
AbD 
Serotec 
Abcam Abcam Abcam 
 
3.3. Metode 
3.3.1. Prikupljanje bioloških uzoraka 
Tijekom provedenog istraživanja uzimali smo uzorke periferne venske krvi 0., 4., 8., 16., 24. 
dana pokusa, dok smo za potrebe histopatološke pretrage, uzorke slezene, perifernog limfnog 
čvora, koštane moždine i pluća uzimali neposredno nakon žrtvovanja 0. i 24. dana pokusa. 
3.3.1.1. Uzorci periferne krvi 
Uzorke krvi uzimali smo iz vena cephalica antebrachii (Slika 1) u epruvete (Venosafe, 
Terumo, EU) s prethodno dodanim K-EDTA (etildiamintetriacetat) za određivanje 
hematoloških i imunosnih pokazatelja. Epruvete bez dodatka antikoagulansa s gelom 
(Venosafe, Terumo, EU) koristili smo radi odvajanja seruma, koji je korišten za određivanje 
biokemijskih pokazatelja. U laboratoriju Klinike za unutarnje bolesti Veterinarskog fakulteta 
Sveučilišta u Zagrebu određivani su kompletna krvna slika (KKS) i biokemijski pokazatelji, 
dok su imunosni pokazatelji određivani na protočnom citometru Zavoda za biologiju 
Veterinarskog fakulteta u Zagrebu. 
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Slika 1. Prikaz vađenja krvi iz v.cephalica antebrachii u pokusne prasadi. 
 
3.3.1.2. Uzorci slezene, perifernog limfnog čvora, koštane moždine i pluća 
Uzorke slezene, perifernog limfnog čvora (cervikalni superficijalni i sternalni limfni čvor), 
koštane moždine i pluća uzeli smo za vrijeme razudbe u sekcijskoj dvorani Zavoda za 
patologiju Veterinarskog fakulteta. 
3.3.2. Eutanazija 
U svrhu patoanatomskog pregleda 0. dana žrtvovali smo jedno prase te po dvoje prasadi iz 
svake skupine 24. dana pokusa. Neposredno prije eutanazije prasad smo anestezirali 
intramuskularnom primjenom ketamina (Narketan, Vetoquinol S.A., Lure Cedex, Francuska) 
u dozi 10 mg/kg i ksilazina (Xylapan, Vetoquinol, Belp Bern, Švicarska) u dozi 2 mg/kg. 
Nakon toga smo postavili intravensku kanilu u v.auricularis te je intravenski primijenjen 
preparat T-61 (Intervet International BV, Boxmeer, Kr. Nizozemska). 
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3.3.3. Imunosni pokazatelji 
Imunosne pokazatelje odredili smo postupkom imunofenotipizacije i kvantifikacije svinjskih 
CD+ subpopulacija T- i B-limfocita te ukupnih leukocita periferne krvi pomoću protočnog 
citometra Coulter EPICS-XL (Coulter, SAD). 
3.3.3.1. Metoda imunofenotipizacije 
Modificiranom metodom imunofenotipizacije membranskih CD biljega pomoću 
monoklonskih protutijela protiv svinjskih CD antigena odredili smo udio subpopulacija 
leukocita periferne krvi pokusne prasadi (63). Uzorke periferne krvi (100 µL) do obrade smo 
pohranili na 4˚C, a zatim razrijedili fosfatnim puferom (PBS; pH 7,4 – 7,6), a broj leukocita 
podesili smo na 2x106/L. Suspenziji leukocita dodali smo 50 µL mPt specifičnog za pojedinu 
istraživanu subpopulaciju svinjskih CD+ stanica (Tablica 3) i inkubirali na sobnoj temperaturi 
tijekom 20 minuta. Nakon inkubacije, stanice smo isprali u 2 mL PBS-a centrifugiranjem 
tijekom 5 minuta na 2000 okretaja/minuti. Supernatant smo odlili na talog dodali 50 µL 
kunićjeg i antimišjeg konjugata konjugiranog fluorescentnim bojama (FITC ili fikoeritrin) i 
inkubirali tijekom 20 minuta na sobnoj temperaturi. Stanice smo zatim isprali u 2 mL PBS-a 
centrifugiranjem 5 minuta na 2000 okretaja/minuti, talogu smo dodali 2 mL lizirajućeg 
reagensa (amonijevog klorida, NH4Cl, pH 7,3) i inkubirali u mraku na sobnoj temperaturi 10 
minuta. Supernatant smo odlili, a na talog dodali 1 mL PBS-a te u tako pripremljenim 
suspenzijama obilježenih leukocita, određivali smo udjele imunofenotipova svinjskih CD+ 
stanica pomoću protočnog citometra Coulter EPICS-XL. Uzorke leukocita periferne krvi 
pripremili smo u triplikatu, a u svakom triplikatu je analizirano po 10.000 stanica (64, 65, 66). 
3.3.4.  Hematološki pokazatelji 
Uzorke periferne krvi vadili smo u epruvete s dodanim K-EDTA (etildiaminintetriacetat). 
Zatim smo uzorke analizirali koristeći automatski elektronski brojač (Vet ABC, Animal 
Blood Counter, HORIBA ABX, Dyagnostic, Montpellier, Francuska), na kojem smo odredili 
sljedeće pokazatelje:  
1. eritrocite (broj eritrocita, koncentracija hemoglobina, hematokrit, prosječni volumen 
eritrocita (MCV), prosječna masa hemoglobin po eritrocitu (MCH) i prosječna 
koncentracija hemoglobina u eritrocitima (MCHC); 
2. trombocite (broj trombocita); 
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3. leukocite (broj leukocita, udjele neutrofila, limfocita i eozinofila). 
Iz razmaza periferne krvi obojane po May Grünwald-Giemsi odredili smo diferencijalnu 
krvnu sliku. 
3.3.5.  Biokemijski pokazatelji 
Glukozu, ukupne serumske bjelančevine, albumine, globuline i jetrene enzime (alanin 
aminotransferaza = ALT, aspartat aminotransferaza = AST, alkalna fosfataza = ALP, gama 
glutamil transferaza = GGT) uzimali smo iz seruma periferne krvi u serumske vakutanere 
(Venosafe, Terumo, EU) bez antikoagulansa s gelom. Zatim smo uzorke određivali pomoću 
automatskog analizatora (Olympus AU 600, Beckman, Coulter, SAD) u laboratoriju Klinike 
za unutarnje bolesti Veterinarskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu.  
3.3.6. Patoanatomska i histopatološka pretraga 
Uzorke slezene, perifernog limfnog čvora, koštane moždine i pluća za patoanatomsku 
pretragu žrtvovane prasadi izradili smo u Zavodu za patologiju Veterinarskog fakulteta 
Sveučilišta u Zagrebu. 
Uzorke smo fiksirali u 10% puferiranoj otopini formalina, a zatim obradili za histopatološku 
pretragu i pregledali svjetlosnim mikroskopom s fotografskim uređajem (Nikon Microphot – 
FXA, Japan). Za potrebe histopatološke analize, fiksirani uzorci slezene, perifernog limfnog 
čvora, koštane moždine i pluća, procesuirani su u histokinetu (Thermo Scientific Shandom 
Citadel 2000) (dehidrirani u 75%, 96% i 100 %-tnom etanolu, zatim ksilenu te na kraju 
uklopljeni u smjesu parafina pri 56ºC). Pri sobnoj temperaturi, nakon hlađenja, blokove smo 
rezrezali mikrotomom (Microm HM 355S, Njemačka) na rezove debljine 4 µm i ravnali na 
površini vodene kupelji zagrijane na 50ºC. Tkivo smo zalijepili i izrezali na predmetna 
stakalca koja smo prethodno premazali s 2% APES-om (3-aminopropil-trietoksilen, Sigma, 
St. Louis, SAD). Uzorke smo bojali klasičnom hemalaun-eozin metodom u uređaju Microm 
autostainer HMS70. Nakon sušenja preparate smo histopatološki pretražili i snimili odabrana 
područja pojedinih preparata. 
3.3.7. Statistička obrada 
Statističkim programom STATISTICA, verzija 12 (Statsoft, SAD) napravili smo deskriptivnu 
analizu dobivenih rezultata. Kruskal-Wallis test smo koristili kao ne-parametrijski test, a 
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Kolmogorov-Smirnov test smo koristili za određivanje normalnosti distribucije podataka. 
Rezultate smo prikazali kao srednju vrijednost, a uz svaku prikazanu srednju vrijednost 
grafički smo označili kao vrijednost standardne devijacije. Pri tome smo međusobno označili 
statistički značajno različite skupine kod kojih je p vrijednost iznosila ≤ 0,05.  
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4. REZULTATI 
Tijekom istraživanja u trajanju od 24 dana dobivene rezultate smo prikazali u okviru 4 
skupine pokazatelja: imunosni, biokemijski, hematološki i histopatološki, pri čemu smo 
bilježili promjenu njihovih vrijednosti.  
4.1. Vrijednosti hematoloških pokazatelja 
Analizom broja eritrocita u perifernoj krvi pokusne prasadi zabilježili smo 16. dana pokusa 
statistički značajno više vrijednosti u skupini C (prasad tretirana kombinacijom kisika i 
izoflurana) u odnosu na kontrolnu skupinu A (prasad tretirana kisikom) (Slika 2). 
 
 
Slika 2. Broj eritrocita u perifernoj krvi pokusne prasadi tijekom 24 dana trajanja pokusa.  
- I - na krivulji je označena standardna devijacija za svaku skupinu; 
- x - statistička značajnost u odnosu na kontrolnu skupinu p ≤ 0,05; 
- skupina A (kontrolna skupina- prasad tretirana 100% kisikom), skupina B (prasad tretirana kombinacijom kisika 40% i 
dušikovog oksidula 60%), skupina C (prasad tretirana kombinacijom 100% kisika i izoflurana), skupina D (prasad tretirana 
kombinacijom kisika 40%, dušikovog oksidula 60% i izoflurana). 
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U perifernoj krvi prasadi tretirane dušikovim oksidulom uočili smo 8. dana istraživanja 
statistički značajno nižu vrijednost u odnosu na kontrolnu skupinu, dok smo u prasadi 
tretirane kombinacijom kisika i izoflurana 4. i 8. dana pokusa uočili statistički značajno niže 
vrijednosti za prosječni volumen eritrocita (MCV) u odnosu na prasad tretiranu 100 % 
kisikom. Isti nalaz zabilježili smo u prasadi tretirane kombinacijom kisika, dušikovog 
oksidula i izoflurana 8. i 16. dana pokusa u odnosu na kontrolne životinje (Slika 3). 
 
 
Slika 3. Prosječni volumena eritrocita (MCV) u perifernoj krvi pokusne prasadi tijekom 24 
dana trajanja pokusa. 
- I - na krivulji je označena standardna devijacija za svaku skupinu; 
- x - statistička značajnost u odnosu na kontrolnu skupinu p ≤ 0,05; 
- skupina A (kontrolna skupina- prasad tretirana 100% kisikom), skupina B (prasad tretirana kombinacijom kisika 40% i 
dušikovog oksidula 60%), skupina C (prasad tretirana kombinacijom 100% kisika i izoflurana), skupina D (prasad tretirana 
kombinacijom kisika 40%, dušikovog oksidula 60% i izoflurana). 
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Statistički značajno više vrijednosti koncentracije hemoglobina (HGB) u perifernoj krvi 
prasadi skupine C (tretirana kombinacijom kisika i izoflurana) zabilježili smo 16. dana pokusa 
u odnosu na kontrolnu skupinu A (prasad tretirana 100% kisikom) (Slika 4). 
 
 
Slika 4. Koncentracija hemoglobina (HGB) u perifernoj krvi pokusne prasadi tijekom 24 dana 
trajanja pokusa. 
- I - na krivulji je označena standardna devijacija za svaku skupinu; 
- x - statistička značajnost u odnosu na kontrolnu skupinu p ≤ 0,05; 
- skupina A (kontrolna skupina- prasad tretirana 100% kisikom), skupina B (prasad tretirana kombinacijom kisika 40% i 
dušikovog oksidula 60%), skupina C (prasad tretirana kombinacijom 100% kisika i izoflurana), skupina D (prasad tretirana 
kombinacijom kisika 40%, dušikovog oksidula 60% i izoflurana). 
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Analizom prosječne mase hemoglobina po eritrocitu (MCH) u perifernoj krvi pokusne prasadi 
uočili smo statistički značajno niže vrijednosti 4., 8. i 16. dana pokusa u prasadi tretirane 
kombinacijom kisika i izoflurana u odnosu na prasad tretiranu 100% kisikom (Slika 5). 
 
 
Slika 5. Prosječna mase hemoglobina po eritrocitu (MCH) u perifernoj krvi pokusne prasadi 
tijekom 24 dana trajanja pokusa. 
- I - na krivulji je označena standardna devijacija za svaku skupinu; 
- x - statistička značajnost u odnosu na kontrolnu skupinu p ≤ 0,05; 
- skupina A (kontrolna skupina- prasad tretirana 100% kisikom), skupina B (prasad tretirana kombinacijom kisika 40% i 
dušikovog oksidula 60%), skupina C (prasad tretirana kombinacijom 100% kisika i izoflurana), skupina D (prasad tretirana 
kombinacijom kisika 40%, dušikovog oksidula 60% i izoflurana). 
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Tijekom trajanja cijelog pokusa u perifernoj krvi u prasadi skupine B (prasad tretirana 
kombinacijom kisika i dušikovog oksidula), C (prasad tretirana kombinacijom kisika i 
izoflurana) i D (prasad tretirana kombinacijom kisika, dušikovog oksidula i izoflurana) u 
odnosu na kontrolnu prasad zabilježili smo niže vrijednosti prosječne koncentracije 
hemoglobina u eritrocitima (MCHC), izuzev 16. dana pokusa kad je izmjerena vrijednost 
MCHC prasadi skupine B (prasad tretirana kombinacijom kisika i dušikovog oksidula) bila 
podjednake vrijednosti kao u kontrolne prasadi. Statistički značajno niže vrijednosti MCHC-a 
zabilježili smo 4. dana pokusa u skupini C (prasad tretirana kombinacijom kisika i izoflurana), 
16. dana u skupini D (prasad tretirana kombinacijom kisika, dušikovog oksidula i izoflurana) 
te 24. dana u prasadi skupine C (prasad tretirana kombinacijom kisika i izoflurana) i D 
(prasad tretirana kombinacijom kisika, dušikovog oksidula i izoflurana) (Slika 6).  
 
 
Slika 6. Prosječna koncentracija hemoglobina u eritrocitima (MCHC) u perifernoj krvi 
pokusne prasadi tijekom 24 dana trajanja pokusa. 
- I - na krivulji je označena standardna devijacija za svaku skupinu; 
- x - statistička značajnost u odnosu na kontrolnu skupinu p ≤ 0,05; 
- skupina A (kontrolna skupina- prasad tretirana 100% kisikom), skupina B (prasad tretirana kombinacijom kisika 40% i 
dušikovog oksidula 60%), skupina C (prasad tretirana kombinacijom 100% kisika i izoflurana), skupina D (prasad tretirana 
kombinacijom kisika 40%, dušikovog oksidula 60% i izoflurana). 
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Pri analizi hematokrita (HCT) u perifernoj krvi pokusne prasadi uočili smo statistički 
značajno više vrijednosti 16. dana pokusa u prasadi tretirane kombinacijom kisika i izoflurana 
u odnosu na prasad tretiranu 100% kisikom (Slika 7). 
 
 
Slika 7. Hematokrit (HCT) u perifernoj krvi pokusne prasadi tijekom 24 dana trajanja pokusa. 
- I - na krivulji je označena standardna devijacija za svaku skupinu; 
- x - statistička značajnost u odnosu na kontrolnu skupinu p ≤ 0,05; 
- skupina A (kontrolna skupina- prasad tretirana 100% kisikom), skupina B (prasad tretirana kombinacijom kisika 40% i 
dušikovog oksidula 60%), skupina C (prasad tretirana kombinacijom 100% kisika i izoflurana), skupina D (prasad tretirana 
kombinacijom kisika 40%, dušikovog oksidula 60% i izoflurana). 
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Analizom broja leukocita (WBC) u perifernoj krvi pokusne prasadi zabilježili smo statistički 
značajno niže vrijednosti 24. dana pokusa u skupini C (prasad tretirana kombinacijom kisika i 
izoflurana) i skupini D (prasad tretirana kombinacijom kisika, dušikovog oksidula i 
izoflurana) u odnosu na kontrolnu skupinu A (prasad tretirana 100% kisikom) (Slika 8). 
 
 
Slika 8. Broj leukocita (WBC) u perifernoj krvi pokusne prasadi tijekom 24 dana trajanja 
pokusa. 
- I - na krivulji je označena standardna devijacija za svaku skupinu; 
- x - statistička značajnost u odnosu na kontrolnu skupinu p ≤ 0,05; 
- skupina A (kontrolna skupina- prasad tretirana 100% kisikom), skupina B (prasad tretirana kombinacijom kisika 40% i 
dušikovog oksidula 60%), skupina C (prasad tretirana kombinacijom 100% kisika i izoflurana), skupina D (prasad tretirana 
kombinacijom kisika 40%, dušikovog oksidula 60% i izoflurana). 
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Sve pokusne skupine prasadi imaju više vrijednosti udjela neutrofila u odnosu na kontrolnu 
skupinu tijekom cijelog istraživanja. Statistički smo značajno više vrijednosti uočili 16. i 24. 
dana pokusa u prasadi tretirane kombinacijom kisika i izoflurana i prasadi tretirane 
kombinacijom kisika, dušikovog oksidula i izoflurana u odnosu na prasad iz kontrolne 
skupine (Slika 9).  
 
 
Slika 9. Udjel neutrofila u perifernoj krvi pokusne prasadi tijekom 24 dana trajanja pokusa. 
- I - na krivulji je označena standardna devijacija za svaku skupinu; 
- x - statistička značajnost u odnosu na kontrolnu skupinu p ≤ 0,05; 
- skupina A (kontrolna skupina- prasad tretirana 100% kisikom), skupina B (prasad tretirana kombinacijom kisika 40% i 
dušikovog oksidula 60%), skupina C (prasad tretirana kombinacijom 100% kisika i izoflurana), skupina D (prasad tretirana 
kombinacijom kisika 40%, dušikovog oksidula 60% i izoflurana). 
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Analizom udjela limfocita u perifernoj krvi pokusne prasadi zabilježili smo statistički 
značajno niže vrijednosti 24. dana pokusa u skupini C (prasad tretirana kombinacijom kisika i 
izoflurana) i skupini D (prasad tretirana kombinacijom kisika, dušikovog oksidula i 
izoflurana) u odnosu na kontrolnu skupinu (Slika 10). 
 
 
Slika 10. Udjel limfocita u perifernoj krvi pokusne prasadi tijekom 24 dana trajanja pokusa. 
- I - na krivulji je označena standardna devijacija za svaku skupinu; 
- x - statistička značajnost u odnosu na kontrolnu skupinu p ≤ 0,05; 
- skupina A (kontrolna skupina- prasad tretirana 100% kisikom), skupina B (prasad tretirana kombinacijom kisika 40% i 
dušikovog oksidula 60%), skupina C (prasad tretirana kombinacijom 100% kisika i izoflurana), skupina D (prasad tretirana 
kombinacijom kisika 40%, dušikovog oksidula 60% i izoflurana). 
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U perifernoj krvi pokusne prasadi analizom udjela eozinofila uočili smo statistički značajno 
niže vrijednosti 16. dana pokusa u prasadi tretirane kombinacijom kisika i dušikovog oksidula 
i prasadi tretirane kombinacijom kisika, dušikovog oksidula i izoflurana u odnosu na prasad iz 
kontrolne skupine, dok smo 24. dana pokusa zabilježili statistički značajno više vrijednosti 
navedenih skupina u odnosu na kontrolnu skupinu (Slika 11). 
 
 
Slika 11. Udjel eozinofila u perifernoj krvi pokusne prasadi tijekom 24 dana trajanja pokusa. 
- I - na krivulji je označena standardna devijacija za svaku skupinu; 
- x - statistička značajnost u odnosu na kontrolnu skupinu p ≤ 0,05; 
- skupina A (kontrolna skupina- prasad tretirana 100% kisikom), skupina B (prasad tretirana kombinacijom kisika 40% i 
dušikovog oksidula 60%), skupina C (prasad tretirana kombinacijom 100% kisika i izoflurana), skupina D (prasad tretirana 
kombinacijom kisika 40%, dušikovog oksidula 60% i izoflurana). 
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Sve skupine prasadi imaju niže vrijednosti broja trombocita u odnosu na kontrolnu skupinu 
tijekom cijelog istraživanja. Bilježimo statistički značajno niže vrijednosti 4., 8., 16. i 24. 
dana pokusa u skupini C (prasad tretirana kombinacijom kisika i izoflurana) u odnosu na 
kontrolnu skupinu. Isto tako, zabilježili smo statistički značajno niže vrijednosti 4. i 8. dana 
pokusa u skupini D (prasad tretirana kombinacijom kisika, dušikovog oksidula i izoflurana) u 
odnosu na kontrolnu skupinu (Slika 12). 
 
 
Slika 12. Broj trombocita (PLT) u perifernoj krvi pokusne prasadi tijekom 24 dana trajanja 
pokusa. 
- I - na krivulji je označena standardna devijacija za svaku skupinu; 
- x - statistička značajnost u odnosu na kontrolnu skupinu p ≤ 0,05; 
- skupina A (kontrolna skupina- prasad tretirana 100% kisikom), skupina B (prasad tretirana kombinacijom kisika 40% i 
dušikovog oksidula 60%), skupina C (prasad tretirana kombinacijom 100% kisika i izoflurana), skupina D (prasad tretirana 
kombinacijom kisika 40%, dušikovog oksidula 60% i izoflurana). 
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4.2. Vrijednosti biokemijskih pokazatelja 
Analizom koncentracije ukupnih proteina u serumu pokusne prasadi zabilježili smo statistički 
značajno više vrijednosti 8. dana pokusa u odnosu na 16. dan pokusa kada bilježimo statistički 
značajno niže vrijednosti istog u prasadi tretirane kombinacijom kisika i izoflurana u odnosu 
na prasad tretiranu 100% kisikom. Također, zabilježili smo 16. i 24. dana pokusa statistički 
značajno niže vrijednosti u prasadi tretirane kombinacijom kisika, dušikovog oksidula i 
izoflurana u odnosu na kontrolnu prasad (Slika 13). 
 
Slika 13. Koncentracija ukupnih proteina u serumu pokusne prasadi tijekom 24 dana trajanja 
pokusa. 
- I -na krivulji je označena standardna devijacija za svaku skupinu; 
- x - statistička značajnost u odnosu na kontrolnu skupinu p ≤ 0,05; 
- skupina A (kontrolna skupina- prasad tretirana 100% kisikom), skupina B (prasad tretirana kombinacijom kisika 40% i 
dušikovog oksidula 60%), skupina C (prasad tretirana kombinacijom 100% kisika i izoflurana), skupina D (prasad tretirana 
kombinacijom kisika 40%, dušikovog oksidula 60% i izoflurana). 
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U serumu pokusne prasadi analizom koncentracije albumina uočili smo statistički značajno 
niže vrijednosti 16. dana pokusa u skupini C (prasad tretirana kombinacijom kisika i 
izoflurana) u odnosu na kontrolnu skupinu A (prasad tretirana 100% kisikom), dok 16. i 24. 
dana pokusa uočili smo statistički značajno niže vrijednosti u skupini D (prasad tretirana 
kombinacijom kisika, dušikovog oksidula i izoflurana) u odnosu na kontrolnu skupinu (Slika 
14). 
 
 
Slika 14. Koncentracija albumina (ALB) u serumu pokusne prasadi tijekom 24 dana trajanja 
pokusa. 
- I - na krivulji je označena standardna devijacija za svaku skupinu; 
- x - statistička značajnost u odnosu na kontrolnu skupinu p ≤ 0,05; 
- skupina A (kontrolna skupina- prasad tretirana 100% kisikom), skupina B (prasad tretirana kombinacijom kisika 40% i 
dušikovog oksidula 60%), skupina C (prasad tretirana kombinacijom 100% kisika i izoflurana), skupina D (prasad tretirana 
kombinacijom kisika 40%, dušikovog oksidula 60% i izoflurana). 
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Pri analizi koncentracije globulina u serumu pokusne prasadi zabilježili smo statistički 
značajno više vrijednosti 8., 16. i 24. dana pokusa u prasadi tretirane kombinacijom kisika i 
izoflurana i prasadi tretirane kombinacijom kisika, dušikovog oksidula i izoflurana u odnosu 
na prasad tretiranu 100% kisikom (Slika 15). 
 
 
Slika 15. Koncentracija globulina u serumu pokusne prasadi tijekom 24 dana trajanja pokusa. 
- I - na krivulji je označena standardna devijacija za svaku skupinu; 
- x - statistička značajnost u odnosu na kontrolnu skupinu p ≤ 0,05; 
- skupina A (kontrolna skupina- prasad tretirana 100% kisikom), skupina B (prasad tretirana kombinacijom kisika 40% i 
dušikovog oksidula 60%), skupina C (prasad tretirana kombinacijom 100% kisika i izoflurana), skupina D (prasad tretirana 
kombinacijom kisika 40%, dušikovog oksidula 60% i izoflurana). 
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U serumu prasadi skupine B (prasad tretirana kombinacijom kisika i dušikovog oksidula), C 
(prasad tretirana kombinacijom kisika i izoflurana) i D (prasad tretirana kombinacijom kisika, 
dušikovog oksidula i izoflurana) do 8. dana pokusa zabilježili smo statistički neznačajni 
porast razine alkalne fosfataze (ALP) u odnosu na kontrolne životinje. U svih je skupina 
životinja 16. dana pokusa uočen statistički neznačajan pad razine alkalne fosfataze (ALP). Na 
kraju pokusa prasad skupine B (prasad tretirana kombinacijom kisika i dušikovog oksidula) 
imala je podjednaku vrijednost ALP-a kao i kontrolna prasad, dok je vrijednost ALP-a u 
prasadi skupine C (prasad tretirana kombinacijom kisika i izoflurana) i D (prasad tretirana 
kombinacijom kisika, dušikovog oksidula i izoflurana) bila statistički značajno viša u odnosnu 
na kontrolnu prasad (Slika 16). 
 
 
Slika 16. Razina alkalne fosfataze (ALP) u serumu pokusne prasadi tijekom 24 dana trajanja 
pokusa. 
- I - na krivulji je označena standardna devijacija za svaku skupinu; 
- x - statistička značajnost u odnosu na kontrolnu skupinu p ≤ 0,05; 
- skupina A (kontrolna skupina- prasad tretirana 100% kisikom), skupina B (prasad tretirana kombinacijom kisika 40% i 
dušikovog oksidula 60%), skupina C (prasad tretirana kombinacijom 100% kisika i izoflurana), skupina D (prasad tretirana 
kombinacijom kisika 40%, dušikovog oksidula 60% i izoflurana). 
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U serumu prasadi pri analizi razine gama glutamil transferaze (GGT) zabilježili smo 
statistički značajno više vrijednosti 24. dana pokusa u prasadi tretirane kombinacijom kisika i 
izoflurana i prasadi tretirane kombinacijom kisika, dušikovog oksidula i izoflurana u odnosu 
na prasad tretiranu 100% kisikom (Slika 17). 
 
 
Slika 17. Razina gama glutamil transferaze (GGT) u serumu pokusne prasadi tijekom 24 dana 
trajanja pokusa. 
- I - na krivulji je označena standardna devijacija za svaku skupinu; 
- x - statistička značajnost u odnosu na kontrolnu skupinu p ≤ 0,05; 
- skupina A (kontrolna skupina- prasad tretirana 100% kisikom), skupina B (prasad tretirana kombinacijom kisika 40% i 
dušikovog oksidula 60%), skupina C (prasad tretirana kombinacijom 100% kisika i izoflurana), skupina D (prasad tretirana 
kombinacijom kisika 40%, dušikovog oksidula 60% i izoflurana). 
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Analizom razine aspartat aminotransferaze (AST) u serumu pokusne prasadi uočiili smo 
statistički značajno niže vrijednosti 8., 16. i 24. dana pokusa u skupini C (prasad tretirana 
kombinacijom kisika i izoflurana) u odnosu na kontrolnu skupinu. Također bilježimo 8. i 24. 
dana pokusa statistički značajno niže vrijednosti u skupini D (prasad tretirana kombinacijom 
kisika, dušikovog oksidula i izoflurana) u odnosu na kontrolnu skupinu (Slika 18). 
 
 
Slika 18. Razina aspartat aminotransferaze (AST) u serumu pokusne prasadi tijekom 24 dana 
trajanja pokusa. 
- I - na krivulji je označena standardna devijacija za svaku skupinu; 
- x - statistička značajnost u odnosu na kontrolnu skupinu p ≤ 0,05; 
- skupina A (kontrolna skupina- prasad tretirana 100% kisikom), skupina B (prasad tretirana kombinacijom kisika 40% i 
dušikovog oksidula 60%), skupina C (prasad tretirana kombinacijom 100% kisika i izoflurana), skupina D (prasad tretirana 
kombinacijom kisika 40%, dušikovog oksidula 60% i izoflurana). 
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Pri analizi razine alanin aminotransferaze (ALT) u serumu prasadi zabilježili smo statistički 
značajno više vrijednosti 8. dana pokusa u prasadi tretirane kombinacijom kisika i dušikovog 
oksidula u odnosu na prasad tretiranu 100% kisikom. Također smo zabilježili 16. i 24. dana 
pokusa statistički značajno niže vrijednosti u prasadi tretirane kombinacijom kisika i 
izoflurana i prasadi tretirane kombinacijom kisika, dušikovog oksidula i izoflurana u odnosu 
na prasad tretiranu 100% kisikom (Slika 19). 
 
 
Slika 19. Razina alanin aminotransferaze (ALT) u serumu pokusne prasadi tijekom 24 dana 
trajanja pokusa. 
- I - na krivulji je označena standardna devijacija za svaku skupinu; 
- x - statistička značajnost u odnosu na kontrolnu skupinu p ≤ 0,05; 
- skupina A (kontrolna skupina- prasad tretirana 100% kisikom), skupina B (prasad tretirana kombinacijom kisika 40% i 
dušikovog oksidula 60%), skupina C (prasad tretirana kombinacijom 100% kisika i izoflurana), skupina D (prasad tretirana 
kombinacijom kisika 40%, dušikovog oksidula 60% i izoflurana). 
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U serumu pokusne prasadi skupine B (prasad tretirana kombinacijom kisika i dušikovog 
oksidula) i C (prasad tretirana kombinacijom kisika i izoflurana) 4. dana pokusa uočili smo 
niže vrijednosti koncentracije glukoze u odnosu na kontrolnu skupinu, pri čemu je vrijednost 
zabilježena u prasadi tretirane kombinacijom kisika 40% i dušikovog oksidula 60% bila 
statistički značajna. Statistički značajno više vrijednosti koncentracije glukoza zabilježili smo 
24. dana pokusa u skupini B (prasad tretirana kombinacijom kisika i dušikovog oksidula), 
skupini C (prasad tretirana kombinacijom kisika i izoflurana) te skupini D (prasad tretirana 
kombinacijom kisika, dušikovog oksidula i izoflurana) u odnosu na kontrolnu skupinu (Slika 
20). 
 
 
Slika 20. Koncentracija glukoze u serumu pokusne prasadi tijekom 24 dana trajanja pokusa. 
- I - na krivulji je označena standardna devijacija za svaku skupinu; 
- x - statistička značajnost u odnosu na kontrolnu skupinu p ≤ 0,05; 
- skupina A (kontrolna skupina- prasad tretirana 100% kisikom), skupina B (prasad tretirana kombinacijom kisika 40% i 
dušikovog oksidula 60%), skupina C (prasad tretirana kombinacijom 100% kisika i izoflurana), skupina D (prasad tretirana 
kombinacijom kisika 40%, dušikovog oksidula 60% i izoflurana). 
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4.3. Vrijednosti imunosnih pokazatelja 
Analizom rezultata udjela CD4+ limfocita u perifernoj krvi pokusne prasadi zabilježili smo 
statistički značajno niže vrijednosti slijedom po danima pokusa: 4. dana pokusa u prasadi 
tretirane kombinacijom kisika, dušikovog oksidula i izoflurana u odnosu na prasad tretiranu 
100% kisikom, 8. dana u prasadi tretirane kombinacijom kisika i izoflurana i prasadi tretirane 
kombinacijom kisika, dušikovog oksidula i izoflurana u odnosu na prasad tretiranu 100% 
kisikom, 16. dana pokusa u prasadi tretirane kombinacijom kisika i dušikovog oksidula, 
prasadi tretirane kombinacijom kisika i izoflurana i prasadi tretirane kombinacijom kisika, 
dušikovog oksidula i izoflurana u odnosu na prasad tretiranu 100% kisikom te 24. dana 
pokusa u prasadi tretirane kombinacijom kisika i izoflurana i prasadi tretirane kombinacijom 
kisika, dušikovog oksidula i izoflurana u odnosu na prasad tretiranu 100% kisikom (Tablica 
4). 
U perifernoj krvi pokusne prasadi analizom udjela CD8+ limfocita uočili smo statistički 
značajno niže vrijednosti slijedom po danima pokusa: 4. dana pokusa u skupinama B (prasad 
tretirana kombinacijom kisika i dušikovog oksidula) i D (prasad tretirana kombinacijom 
kisika, dušikovog oksidula i izoflurana) u odnosu na kontrolnu skupinu, 8. dana pokusa u 
skupinama C (prasad tretirana kombinacijom kisika i izoflurana) i D (prasad tretirana 
kombinacijom kisika, dušikovog oksidula i izoflurana) u odnosu na kontrolnu skupinu, 16. 
dana pokusa u skupinama C (prasad tretirana kombinacijom kisika i izoflurana) i D (prasad 
tretirana kombinacijom kisika, dušikovog oksidula i izoflurana) u odnosu na kontrolnu 
skupinu te 24. dana pokusa u skupinama B (prasad tretirana kombinacijom kisika i dušikovog 
oksidula), C (prasad tretirana kombinacijom kisika i izoflurana) i D (prasad tretirana 
kombinacijom kisika, dušikovog oksidula i izoflurana) u odnosu na kontrolnu skupinu 
(Tablica 5). 
Pri analizi udjela CD21+ limfocita u perifernoj krvi pokusne prasadi zabilježili smo statistički 
značajno niže vrijednosti slijedom po danima pokusa: 4. i 8. dana pokusa u prasadi tretirane 
kombinacijom kisika i izoflurana i prasadi tretirane kombinacijom kisika, dušikovog oksidula 
i izoflurana u odnosu na prasad tretiranu 100% kisikom, 16. dana pokusa u prasadi tretirane 
kombinacijom kisika i dušikovog oksidula, prasadi tretirane kombinacijom kisika i izoflurana 
i prasadi tretirane kombinacijom kisika, dušikovog oksidula i izoflurana u odnosu na prasad 
tretiranu 100% kisikom te 24. dana pokusa u prasadi tretirane kombinacijom kisika i 
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dušikovog oksidula, prasadi tretirane kombinacijom kisika i izoflurana i prasadi tretirane 
kombinacijom kisika, dušikovog oksidula i izoflurana u odnosu na prasad tretiranu 100% 
kisikom (Tablica 6). 
U perifernoj krvi pokusne prasadi analizom udjela CD45+ limfocita uočili smo statistički 
značajno niže vrijednosti slijedom po danima pokusa: 4. i 8. dana pokusa u skupinama C 
(prasad tretirana kombinacijom kisika i izoflurana) i D (prasad tretirana kombinacijom kisika, 
dušikovog oksidula i izoflurana) u odnosu na kontrolnu skupinu, 16. dana pokusa u 
skupinama B (prasad tretirana kombinacijom kisika i dušikovog oksidula), C (prasad tretirana 
kombinacijom kisika i izoflurana) i D (prasad tretirana kombinacijom kisika, dušikovog 
oksidula i izoflurana) u odnosu na kontrolnu skupinu te 24. dana pokusa u skupinama C 
(prasad tretirana kombinacijom kisika i izoflurana) i D (prasad tretirana kombinacijom kisika, 
dušikovog oksidula i izoflurana) u odnosu na kontrolnu skupinu (Tablica 7). 
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Tablica 4. Vrijednosti kinetike udjela CD4+ limfocita u perifernoj krvi četiri skupine pokusne prasadi tijekom 24 dana trajanja pokusa. 
Skupina Statistički pokazatelj 
Dan 
0 4 8 16 24 
A 
Sred. vr. ± St. dev. 17,84 ± 0,74 17,73 ± 0,58 18,60 ± 0,50 19,02 ± 0,63 20,03 ± 0,49 
Min. – Maks. 17,11 - 18,67 17,15 - 18,50 18,20 - 19,36 18,38 - 19,72 19,47 - 20,75 
Medijan 17,74 17,92 18,34 18,76 19,84 
B 
Sred. vr. ± St. dev. 16,06 ± 0,68 17,98 ± 0,69 18,61 ± 0,71 19,69 ± 0,45 19,38 ± 0,96 
Min. – Maks. 15,33 - 16,95 17,11 - 18,71 17,87 - 19,46 18,92 - 20,00 18,59 - 21,00 
Medijan 15,99 17,79 18,31 19,82 19,00 
p - u odn. na kont. skup. 0,056 0,841 0,841 0,032 x 0,222 
C 
Sred. vr. ± St. dev. 17,31 ± 0,25 17,01 ± 0,60 15,81 ± 0,47 14,05 ± 0,65 14,56 ± 0,35 
Min. – Maks. 17,06 - 17,66 16,17 - 17,59 15,41 - 16,61 13,10 - 14,74 14,00 - 14,90 
Medijan 17,33 17,06 15,60 14,08 14,60 
p - u odn. na kont. skup. 0,222 0,095 0,008 x 0,008 x 0,008 x 
D 
Sred. vr. ± St. dev. 17,85 ± 0,80 14,77 ± 0,16 14,16 ± 0,34 13,93 ± 0,57 12,26 ± 0,11 
Min. – Maks. 16,91 - 18,86 14,50 - 14,93 13,59 - 14,47 13,35 - 14,57 12,10 - 12,40 
Medijan 17,86 14,81 14,22 13,61 12,30 
p - u odn. na kont. skup. 1,000 0,008 x 0,008 x 0,008 x 0,008 x 
- x - statistička značajnost u odnosu na kontrolnu skupinu p ≤ 0,05; 
- skupina A (kontrolna skupina- prasad tretirana 100% kisikom), skupina B (prasad tretirana kombinacijom kisika 40% i dušikovog oksidula 60%), skupina C (prasad tretirana kombinacijom 
100% kisika i izoflurana), skupina D (prasad tretirana kombinacijom kisika 40%, dušikovog oksidula 60% i izoflurana). 
 
 
    
39
Tablica 5. Vrijednosti kinetike udjela CD8+ limfocita u perifernoj krvi četiri skupine pokusne prasadi tijekom 24 dana trajanja pokusa. 
Skupina Statistički pokazatelj 
Dan 
0 4 8 16 24 
A 
Sred. vr. ± St. dev. 10,07 ± 0,23 11,41 ± 0,33 12,04 ± 0,21 11,08 ± 0,12 11,74 ± 0,32 
Min. – Maks. 9,79 - 10,34 10,99 - 11,79 11,78 - 12,35 10,93 - 11,23 11,35 - 12,05 
Medijan 10,11 11,34 12,03 11,09 11,84 
B 
Sred. vr. ± St. dev. 10,96 ± 0,16 10,76 ± 0,20 11,96 ± 0,15 10,71 ± 0,32 10,10 ± 0,22 
Min. – Maks. 10,78 - 11,18 10,56 - 11,09 11,77 - 12,17 10,39 - 11,20 9,79 - 10,37 
Medijan 10,94 10,73 11,95 10,73 10,13 
p - u odn. na kont. skup. 0,056 0,016 x 0,421 0,095 0,008 x 
C 
Sred. vr. ± St. dev. 11,00 ± 0,33 11,08 ± 0,39 9,91 ± 0,34 7,91 ± 0,19 7,86 ± 0,28 
Min. – Maks. 10,58 - 11,47 10,59 - 11,59 9,37 - 10,19 7,59 - 8,06 7,47 - 8,20 
Medijan 10,93 10,96 10,06 7,95 7,95 
p - u odn. na kont. skup. 0,056 0,222 0,008 x 0,008 x 0,008 x 
D 
Sred. vr. ± St. dev. 10,87 ± 0,33 9,57 ± 0,35 8,30 ± 0,30 7,52 ± 0,31 7,47 ± 0,13 
Min. – Maks. 10,48 - 11,27 9,04 - 10,01 7,96 - 8,69 7,25 – 8,00 7,29 - 7,61 
Medijan 10,94 9,59 8,36 7,39 7,53 
p - u odn. na kont. skup. 0,096 0,008 x 0,008 x 0,008 x 0,008 x 
- x - statistička značajnost u odnosu na kontrolnu skupinu p ≤ 0,05; 
- skupina A (kontrolna skupina- prasad tretirana 100% kisikom), skupina B (prasad tretirana kombinacijom kisika 40% i dušikovog oksidula 60%), skupina C (prasad tretirana kombinacijom 
100% kisika i izoflurana), skupina D (prasad tretirana kombinacijom kisika 40%, dušikovog oksidula 60% i izoflurana). 
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Tablica 6. Vrijednosti kinetike udjela CD21+ limfocita u perifernoj krvi četiri skupine pokusne prasadi tijekom 24 dana trajanja pokusa. 
Skupina Statistički pokazatelj 
Dan 
0 4 8 16 24 
A 
Sred. vr. ± St. dev. 29,47 ± 1,33 29,44 ± 0,33 28,94 ± 1,00 29,91 ± 1,02 26,25 ± 0,65 
Min. – Maks. 27,33 - 30,75 28,90 - 29,80 27,53 - 30,21 28,41 - 31,19 25,24 - 27,01 
Medijan 29,83 29,50 28,84 30,00 26,42 
B 
Sred. vr. ± St. dev. 30,09 ± 0,48 30,02 ± 1,01 28,17 ± 0,36 27,08 ± 0,56 28,41 ± 0,88 
Min. – Maks. 29,40 - 30,63 28,70 - 31,17 27,8 - 28,68 26,29 - 27,58 27,09 - 29,34 
Medijan 30,13 30,20 28,15 27,3 28,75 
p - u odn. na kont. skup. 0,548 0,548 0,222 0,008 x 0,008 x 
C 
Sred. vr. ± St. dev. 29,42 ± 0,66 23,44 ± 1,05 24,35 ± 1,01 24,58 ± 0,64 22,83 ± 0,77 
Min. – Maks. 28,90 - 30,42 22,23 - 24,93 22,84 - 25,27 23,90 - 25,51 21,66 - 23,70 
Medijan 29,10 23,52 24,58 24,55 23,00 
p - u odn. na kont. skup. 0,548 0,008 x 0,008 x 0,008 x 0,008 x 
D 
Sred. vr. ± St. dev. 30,96 ± 1,25 27,81 ± 1,27 25,13 ± 1,11 24,95 ± 1,06 21,94 ± 0,59 
Min. – Maks. 28,93 - 32,17 26,40 - 29,17 24,21 - 26,50 24,01 - 26,57 21,24 - 22,81 
Medijan 31,20 28,48 24,40 24,38 21,88 
p - u odn. na kont. skup. 0,095 0,016 x 0,008 x 0,008 x 0,008 x 
- x - statistička značajnost u odnosu na kontrolnu skupinu p ≤ 0,05; 
- skupina A (kontrolna skupina- prasad tretirana 100% kisikom), skupina B (prasad tretirana kombinacijom kisika 40% i dušikovog oksidula 60%), skupina C (prasad tretirana kombinacijom 
100% kisika i izoflurana), skupina D (prasad tretirana kombinacijom kisika 40%, dušikovog oksidula 60% i izoflurana). 
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Tablica 7. Vrijednosti kinetike udjela CD45+ limfocita u perifernoj krvi četiri skupine pokusne prasadi tijekom 24 dana trajanja pokusa. 
Skupina Statistički pokazatelj 
Dan 
0 4 8 16 24 
A 
Sred. vr. ± St. dev. 60,02 ± 0,97 60,33 ± 0,39 60,20 ± 1,14 61,15 ± 0,54 60,52 ± 0,78 
Min. – Maks. 58,91 - 61,25 59,89 - 60,74 58,97 - 61,58 60,63 – 62,00 59,85 - 61,81 
Medijan 59,78 60,40 60,23 60,97 60,30 
B 
Sred. vr. ± St. dev. 59,88 ± 1,10 61,04 ± 1,34 59,34 ± 1,51 58,84 ± 0,80 59,02 ± 1,19 
Min. – Maks. 58,90 - 61,66 59,79 - 63,07 57,81 - 61,29 58,03 - 60,05 57,92 - 60,95 
Medijan 59,35 60,62 59,50 58,55 58,81 
p - u odn. na kont. skup. 0,690 0,690 0,548 0,008 x 0,095 
C 
Sred. vr. ± St. dev. 58,36 ± 0,42 53,09 ± 0,47 53,05 ± 0,53 49,78 ± 1,86 47,93 ± 1,21 
Min. – Maks. 57,75 - 58,90 52,69 - 53,91 52,37 - 53,59 47,22 - 52,20 46,84 - 49,88 
Medijan 58,41 52,97 53,07 49,44 47,47 
p - u odn. na kont. skup. 0,056 0,008 x 0,008 x 0,008 x 0,008 x 
D 
Sred. vr. ± St. dev. 60,52 ± 1,03 53,14 ± 1,46 48,16 ± 1,21 46,33 ± 1,45 43,13 ± 0,69 
Min. – Maks. 59,77 - 62,24 51,62 - 55,55 47,11 - 50,10 45,12 - 48,82 42,31 - 44,17 
Medijan 60,14 52,88 48,12 45,83 43,08 
p - u odn. na kont. skup. 0,690 0,008 x 0,008 x 0,008 x 0,008 x 
- x - statistička značajnost u odnosu na kontrolnu skupinu p ≤ 0,05; 
- skupina A (kontrolna skupina- prasad tretirana 100% kisikom), skupina B (prasad tretirana kombinacijom kisika 40% i dušikovog oksidula 60%), skupina C (prasad tretirana kombinacijom 
100% kisika i izoflurana), skupina D (prasad tretirana kombinacijom kisika 40%, dušikovog oksidula 60% i izoflurana). 
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4.4. Patoanatomski nalaz 
Tijekom istraživanja, analizom patoanatomskih nalaza pri razudbi po dva praseta iz skupine B 
(prasad tretirana kombinacijom kisika i dušikovog oksidula), C (prasad tretirana 
kombinacijom kisika i izoflurana) i D (prasad tretirana kombinacijom kisika, dušikovog 
oksidula i izoflurana) nismo zabilježili makroskopski vidljive patološke promjene u odnosu 
na kontrolnu skupinu. 
4.5. Histopatološki nalaz 
Histopatološke promjene u tkivima slezene, perifernog limfnog čvora, koštane moždine i 
pluća prasadi u pokusu prikazali smo na Slika 21-30. 
U uzorku pluća prasadi tretirane 100% kisikom, 24. dana pokusa uočili smo tanke 
interalveolarne septe s praznim alveolama bez patoloških promjena (Slika 21). 
 
Slika 21. Pluća praseta tretiranog 100% kisikom, 24. dana pokusa; HE x 4. 
U prasadi tretirane 100% kisikom u uzorku slezene, 24. dana pokusa uočili smo da 55-60% 
parenhima čini bijela pulpa (folikuli i periarteriolarne limfoidne plahte) u kojoj prevladavaju 
srednje veliki, okrugli limfociti (jezgre veličine 1,0-1,5 eritrocita) s oskudnim prstenom 
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eozinofilne citoplazme te da je u pojedinim folikulima prisutan vrlo malen broj makrofaga. 
Crvenu pulpu čini 30-35% parenhima s multifokalnim područjima umjerene punokrvnosti te 
malim do umjerenim brojem limfocita, odnosno malim brojem plazma stanica i makrofaga. 
Preostalih 5-15% parenhima slezene čine prominentne periarteriolarne plahte makrofaga 
(Slika 22).  
 
Slika 22. Slezena praseta tretiranog 100% kisikom 24. dana pokusa: bijela 
pulpa ( ); crvena pulpa ( ); plahte makrofaga ( ); HE x 4. 
U uzorku cervikalnog superficijalnog kranijalnog i kaudalnog limfnog čvora prasadi tretirane 
100% kisikom, 24. dana pokusa, zabilježili smo arhitekturu limfnih čvorova bez patoloških 
osobitosti. U uzorku superficijalnog kranijalnog limfnog čvora uočili smo slabije prominentnu 
perifernu zonu marginalnog sinusa praćenu manjim brojem folikula te smanjenu 
subkortikalnu zonu. 
U prasadi tretirane 100% kisikom u uzorku sternalnog limfnog čvora, 24. dana pokusa, uočili 
smo očuvanu arhitekturu samog čvora s umjereno prominentnom perifernom zonom 
marginalnog sinusa praćenom manjim brojem folikula te smanjenom subkortikalnom zonom 
(Slika 23).  
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Slika 23. Visoko celularni sternalni limfni čvor praseta tretiranog 100% 
kisikom 24. dana pokusa; HE x 4. 
U uzorku koštane moždine prasadi tretirane 100% kisikom, 24. dana pokusa, zapazili smo 
područja umjerene do visoke celularnosti. Zabilježili smo da 40-45% stanica čini mijeloidnu 
staničnu lozu (s dominacijom stanica ranog mijeloidnog stadija, manjim brojem monocita i 
segmentiranih neutrofila te većim brojem eozinofila), 20-25% stanica eritroidnu staničnu lozu 
te 15-20% megakariocita. Također smo zabilježili nalaz vrlo malog broja limfocita i plazma 
stanica (Slika 24). 
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Slika 24. Koštana moždina praseta tretiranog 100% kisikom 24. dana pokusa; 
HE x 40. 
U uzorku pluća 24. dana pokusa u prasadi tretirane kombinacijom kisika i izoflurana u odnosu 
na prasad tretiranu 100% kisikom, uočili smo multifokalno vrlo slabu hiperplaziju limfatičnog 
tkiva pridruženog bronhima/bronhiolima (engl. Bronchial associated lymphoid tissue, BALT) 
sa slabom infiltracijom limfocita u laminu propriju bronhiola te multifokalno umjereni 
intersticijski edem. Također smo zapazili multifokalno vidljive proširene alveolarne septe 
uslijed nakupljanja manjeg broja limfocita, plazma stanica i makrofaga mjestimice 
pomiješanih s oskudnom proteinskom tekućinom što upućuje na intersticijsku pneumoniju 
(limfohistiocitna, multifokalna do konfluentna, kronična, slabog stupnja) (Slika 25). 
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Slika 25. Pluća praseta tretiranog kombinacijom kisika i izoflurana, 24. dana 
pokusa; intersticijski edem ( ), proširene interalveolarne septe ( ); HE x 4.  
Također, u drugom uzorku pluća u prasadi tretirane kombinacijom kisika i izoflurana zapazili 
smo alveole multifokalno ispunjene s mješovitim upalnim staničnim infiltratom s 
dominacijom limfocita te manjim brojem neutrofila, plazma stanica i makrofaga uz 
mjestimičnu eksudaciju proteinske tekućine (bronhopneumonija, gnojna i limfocitna, 
lobularna, multifokalna s hiperplazijom BALT-a, kronična, umjerenog stupnja) (Slika 26). 
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Slika 26. Pluća praseta tretiranog kombinacijom kisika i izoflurana 
24. dana pokusa; lobularna gnojna bronhopneumonija; HE x 4. 
Sličan smo nalaz 24. dana pokusa zabilježili i u uzorku pluća prasadi iz skupine D 
(višednevno anesteziranih kombinacijom kisika i dušikovog oksidula i izoflurana). Tako smo 
u bronhima i bronhiolima opazili slabiji intraluminalni mješoviti upalni infiltrat sastavljen od 
degeneriranih i vitalnih neutrofila i makrofaga pomiješanih s nešto sluzi, što upućuje na 
razvoj bronhitisa (gnojni subakutni, multifokalni, slabijeg stupnja). 
U prasadi tretirane kombinacijom kisika i izoflurana, u uzorku slezene 24. dana pokusa, u 
odnosu na netretiranu prasad kao i u prasadi tretirane kombinacijom kisika, dušikovog 
oksidula i izoflurana u odnosu na prasad tretiranu 100% kisikom zabilježili smo da 35-45% 
parenhima čini bijelu pulpu (periartetriolarne limfoidne plahte i folikuli) u kojoj prevladavaju 
mali okrugli limfociti (jezgre veličine 1-1,5 eritrocita) s oskudnim prstenom eozinofilne 
citoplazme (slabija limfocitna deplecija). Crvenu pulpu čini 35% parenhima s umjerenim 
brojem limfocita i plazma stanica te malim brojem makrofaga. Preostalih 15% parenhima čine 
prominentne periarteriolarne plahte makrofaga (slaba do umjerena deplecija) (Slika 27 i Slika 
28). 
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Slika 27. Slezena praseta tretiranog kombinacijom kisika i izoflurana 24. dana 
pokusa; HE x 4.  
 
Slika 28. Slezena praseta tretiranog kombinacijom kisika, dušikovog oksidula i 
izoflurana 24. dana pokusa; HE x 4. 
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U uzorku cervikalnog superficijalnog kranijalnog i kaudalnog limfnog čvora prasadi iz 
skupine C (prasad tretirana kombinacijom kisika i izoflurana) u odnosu na skupinu A (prasad 
tretirana 100% kisikom), 24. dana pokusa uočili smo očuvanu arhitekturu limfnih čvorova sa 
slabije izraženom perifernom zonom marginalnog sinusa uz minimalno smanjen broj folikula 
i smanjenom subkortikalnom zonom (slabija deplecija) (Slika 29). 
 
Slika 29. Cervikalni superficijalni limfni čvor praseta tretiranog kombinacijom 
kisika i izoflurana 24. dana pokusa; slabija limfocitna deplecija i prominentno 
parakortikalno područje slabije infiltrirano limfocitima ( ); HE x 4. 
U drugom smo uzorku cervikalnog superficijalnog kranijalnog i kaudalnog limfnog čvora 
prasadi tretirane kombinacijom kisika i izoflurana u odnosu na prasad tretiranu 100% kisikom 
24 dana pokusa uočili sličan histopatološki nalaz uz jaču depleciju u opisanom tkivu (Slika 
30). 
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Slika 30. Cervikalni superficijalni limfni čvor praseta tretiranog kombinacijom 
kisika i izoflurana 24. dana pokusa; izrazito prominentna zona marginalnog 
sinusa ( ) praćena jačom limfocitnom deplecijom; HE x 4. 
U uzorku sternalnog limfnog čvora 24. dana pokusa u prasadi tretirane kombinacijom kisika i 
izoflurana u odnosu na netretiranu prasad, uočili smo očuvanu arhitekturu samog čvora s 
izrazito prominentnom perifernom zonom marginalnog sinusa sa smanjenim brojem folikula i 
smanjenom subkortikalnom zonom (jača deplecija). 
Sličan nalaz 24. dana pokusa zabilježili smo u drugom uzorku cervikalnog superficijalnog 
kranijalnog i kaudalnog limfnog čvora prasadi tretirane kombinacijom kisika, dušikovog 
oksidula i izoflurana, pri čemu smo zamjetili umjerena deplecija u opisanom tkivu. 
Tijekom razudbe 24. dana pokusa nismo pronašli sternalni limfni čvor prasadi tretirane 
kombinacijom kisika, dušikovog oksidula i izoflurana, već smo na njegovom mjestu 
zabilježili histološki ektopično tkivo štitne žlijezde. 
U prasadi tretirane kombinacijom kisika i izoflurana u uzorku koštane moždine 24. dana 
pokusa u odnosu na netretiranu prasad nismo uočili bitnije promjene u histopatološkom 
nalazu. Sličan nalaz uočili smo i u prasadi tretirane kombinacijom kisika, dušikovog oksidula 
i izoflurana. Pri tome smo uočili područja umjerene do visoke celularnosti. Zabilježili smo da 
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40-45% stanica čini mijeloidnu staničnu lozu (s dominacijom stanica ranog mijeloidnog 
stadija, manjim brojem monocita neutrofila te većim brojem eozinofila), 20-25% stanica 
eritroidnu staničnu lozu te 15-20% megakariocita. Također smo zabilježili nalaz vrlo malog 
broja limfocita i plazma stanica. 
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5. RASPRAVA 
Imunosni sustav svinje funkcionira kao dinamički integriragni sustav mjesta specijaliziranih 
za otkrivanje antigena u početnim stadijima lokalnih infekcija ili neoplastičkih promjena s 
pomoću molekularnih i staničnih mehanizama koji provode, po prepoznavanju antigena, slijed 
odgovarajućih indukcijskih, efektorskih i regulacijskih reakcija (67). Pri tome, od presudnog 
je značenja funkcijska zrelost imunosnog sustava, ali i niz fizioloških (laktacija, partus) i 
tehnoloških (uzimanje sperme, pregrupiranje, način držanja i ishrane) čimbenika, koji uz 
uvjete okoliša, izravno ili neizravno utječu na imunosnu reaktivnost u odraslih životinja. 
Danas su još uvijek nedostatni literaturni podatci o mogućem učinku inhalacijskih anestetika 
na imunosni sustav svinja. Naime, imunofenotipizacijom limfocitnih staničnih subopulacija 
na modelu svinje, primjenjujući sevofluran pojedinačno ili u kombinaciji s dušikovim 
oksidulom, dokazan je njegov statistički značajan imunosupresijski učinak na CD4+, CD8+, 
CD21+ i CD45+ limfocite i to već sedmi dan nakon početka primjene (9). Obzirom, da je u 
Republici Hrvatskoj u okviru veterinarske medicine kao inhalacijski anestetik najčešće 
korišten izofluran, u ovom radu je na modelu svinje ispitan njegov učinak na staničnu imunost 
anestezirane životinje. Tako, u prasadi tretirane izofluranom, već četvrtog dana primjene 
zabilježili smo izofluranov statistički značajan imunosupresijski učinak na CD4+ (za 5%) i 
CD8+ stanice (za 8 %), CD21+ stanice (za 21%) te CD45+ stanice (za 12%) u odnosu na 
netretiranu prasad. U istom periodu, jedino u prasadi tretirane kombinacijom izoflurana s 
dušikovim oksidulom, dodatno su za 11% sniženi udjeli CD4+ limfocita u odnosu na prasad 
tretiranu izofluranom što upućuje na činjenicu da izofluran neovisno o kombinaciji primjene, 
potiskuje pomočnićke funkcije T-limfocita, odnosno suzbija imunološke reakcije 
predočavanja antigena od strane regulacijskih T-limfocita. Na osnovi istraživanja Berić- 
Lerotić u sličnim uvjetima pokusa, u našem istraživanju imunosupresijski učinak izoflurana 
na CD4+ limfocite svinja je za 5% jači u odnosu na imunosupresijski učinak sevoflurana (9). 
Isto tako, na modelu svinje primjenom dušikovog oksidula svakodnevno tijekom cijelog 
pokusa nismo zabilježili statistički značajne promjene vrijednosti CD4+, CD8+, CD21+, 
CD45+ stanica u odnosu na kontrolnu prasad. Isto je uočeno i tijekom istraživanja na svinjama 
u kojem je zaključeno da dušikov oksidul nakon višednevne primjene nema imunosupresijski 
učinak (9). Međutim, u prasadi tretirane izofluranom, u odnosu na prethodno spomenuti 
četvrti dan tretmana, nakon daljnjih 20 tretmana (24. dana pokusa) zabilježili smo također 
izrazito jak imunosupresijski učinak na leukocitnu populaciju periferne krvi tretirane prasadi u 
odnosu na kontrolnu prasad (dodatni pad vrijednosti CD4+ za 23%, CD8+ za 22%, CD21+ za 
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5%). Također, na kraju pokusa, u prasadi tretirane kombinacijom izoflurana i dušikovog 
oksidula zabilježili smo dodatni imunosupresijski učinak izoflurana na CD8+ (za 3% više) i 
CD21+ (za 9% više). Zabilježeni sniženi udjeli CD8+ limfocita periferne krvi prasadi 
višednevno tretirane izofluranom ili njegovom kombinacijom s dušikovim oksidulom upućuje 
na njegov učinak potiskivanja citolitičke funkcije, odnosno suzbijanje imunološke reakcije 
prepoznavanja antigena od strane efektorskih T-limfocita. Na kraju naših istraživanja, 
dobiveni sniženi udjeli CD21+ limfocita periferne krvi prasadi višednevno tretirane 
izofluranom ili njegovom kombinacijom s dušikovim oksidulom pokazuju da izofluran 
potiskuje aktivaciju i proliferaciju B-limfocita. Spoznaju imunosupresijskog učinka izoflurana 
u ovom radu dodatno potvrđuju zabilježeni jaki upalni procesi u tkivima pluća, slezene i 
pretraživanih limfnih čvorova u svinja tretiranih izofluranom te njegovom kombinacijom s 
dušikovim oksidulom u odnosu na netretiranu prasad nakon 24 dana pokusa. Slične promjene 
na modelu svinja na istim organima opisane su i pri korištenju sevoflurana i njegove 
kombinacije s dušikovim oksidulom nakon višednevne primjene (9). Isto tako, opisano je da 
inhalacijski anestetik, sevofluran već nakon jednokratne primjene uzrokuje histološka 
oštećenja plućnog tkiva u štakora (68).  
Poznato je da inhalacijska anestezija ima stresni učinak na anestezirani organizam, što može 
izazvati dodatnu imunosupresiju (69). Promjene u hemogramu se mogu razviti već dvije 
minute nakon izazivanja stresa vađenjem krvi u svinje, a promjene se ponajviše opažaju na 
leukogramu u obliku povećanja ukupnog broja leukocita za 10-20%, smanjenja limfocita za 
15% i povećanja broja neutrofila za 36% te u obliku povećanja hematokrita za 26% i 
hemoglobina za 18% (70). Stoga, nalaz sniženog broja leukocita (na kraju pokusa za oko 
30%) u svinja tretiranih izofluranom ili njegovom kombinacijom s dušikovim oksidulom u 
odnosu na netretirane svinje upućuju da se nalaze i u stanju stresa. Također, nalazimo 
statistički značajno smanjenje udjela limfocita u prasadi tretirane izofluranom i njegovom 
kombinacijom s dušikovim oksidulom 24. dana istraživanja (za 35%) u odnosu na netretiranu 
prasad.To nas upućuje da izofluran kao vanjski čimbenik stresa u životinja uzrokuje i štetne 
patofiziološke reakcije, izazivajući odgovarajuće promjene u vladanju, fiziologiji i 
prijemljivosti za bolesti pa stoga može poremetiti njezinu dobrobit, a potom umanjiti njezine 
proizvodne potencijale i konačno ugroziti njezin život (69). Međutim, u odnosu na kontrolnu 
prasad, u skupinama životinja tretiranih izofluranom, samostalno ili u kombinaciji s 
dušikovim oksidulom uočeno je statistički značajno povećanje udjela neutrofila 16. dana i 24. 
dana istraživanja. Sličan nalaz zabilježen je i u svinja višednevno tretiranih sevofluranom (9).  
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U pokusu nakon trodnevnog izlaganja miševa sevofluranom zabilježen je snižen broj 
leukocita (71). U našem istraživanju je uočeno četvrti dan nakon početka istraživanja blagi 
porast broja leukocita u svih skupina prasadi, iako najmanji u skupinama izloženih izofluranu 
i kombinaciji izoflurana i dušikovog oksidula. Tijekom istraživanja uočili smo i statistički 
značajno višu koncentraciju hemoglobina u krvi u skupini tretiranoj izofluranom u odnosu na 
kontrolnu skupinu 16. dana istraživanja. Također, u odnosu na kontrolnu skupinu uočili smo i 
statistički značajno više vrijednosti hematokrita u prasadi skupine tretirane izofluranom 16. 
dan istraživanja (12%), ali uz naznaku da je opisano povišenje u okviru fizioloških vrijednosti 
ovisno o dobi prasadi (72). Stoga, iz svih ovih hematoloških pokazatelja možemo zaključiti da 
su prasad ponajviše u skupina tretiranih izofluranom te kombinacijom izoflurana i dušikovog 
oksidula bila izložena stresu koji se najviše očitovao 16. i 24. dan istraživanja. Isto tako, u 
našem istraživanju 16. dana izlaganja, u skupini tretiranoj izofluranom kao i u skupini 
tretiranoj izofluranom i dušikovim oksidulom uočene su statistički značajno niže vrijednosti 
ukupnih proteina i albumina u serumu u odnosu na kontrolnu skupinu. Također su u našem 
istraživanju i 24. dana uočene statistički značajno niže vrijednosti ukupnih proteina i albumina 
u serumu skupine tretirane izofluranom i dušikovim oksidulom u odnosu na kontrolnu 
skupinu. Ovdje treba napomenuti da je u isto vrijeme došlo do porasta koncentracije globulina 
u serumu (čak 30-40%) ponajviše u skupinama anesteziranih izofluranom te izofluranom i 
dušikovim oksidulom što može bit posljedica sinteze imunoglobulina kao reakcije organizma 
na stres. Premda se zbog sniženih albumina može sumnjati na višednevno krvarenje što je 
moglo nastati zbog sniženja fibrinogena, kojeg je jetra smanjeno sintetizirala, ipak nema 
nikakvih dokaza koji govore u prilog krvarenja, odnosno tijekom razudbe, krvarenje, 
unutarnje (želučani vrijed kao posljedica višednevnog stresa) ili vanjsko nije uočeno. To 
možemo vidjeti i po pokazateljima koji se odnose na crvenu krvnu sliku gdje se ne uočava 
pad broja eritrocita ili pad hematokrita u skupinama anesteziranim izofluranom te dušikovim 
oksidulom i izofluranom, nego, nasuprot porast.  
Uočeno je da stres prouzročen vađenjem krvi može znatno utjecati na vrijednosti 
biokemijskih pokazatelja u svinje, uzrokujući povećanje vrijednosti ukupnih proteina, 
albumina, globulina, aspartat aminotransferaze, gama glutamil transferaze, ukupnog bilirubina 
i kreatin kinaze neposredno nakon vađenja krvi (73). 
Iz dobivenih rezultata može se pokušati analizirati utjecaj izoflurana na jetrenu funkciju. 
Alkalna fosfataza polako se povećavala u svih skupina prasadi u odnosu na vrijednosti prije 
tretiranja. Povećanje alkalne fosfataze može imati veze s aktivnošću kosti za vrijeme rasta u 
prasadi. Također treba napomenuti da za vrijeme istraživanja nijedno prase nije šepalo pa 
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moguća fraktura kosti ili drugi upalni ili neoplastični procesi na kosti nisu uočeni. Budući je u 
skupinama anesteziranim izofluranom i kombinacijom izoflurana i dušikova oksidula 24. dan 
istraživanja statistički značajno viša koncentracija alkalne fosfataze u serumu u odnosu na 
kontrolnu skupinu, može se zaključiti da se radi o utjecaju izoflurana na hepatobilijarnu 
funkciju jetre što je slično zabilježeno na kraju pokusa i u istraživanju Berić-Lerotić (9). U 
pasa je kod povećanog lučenja kortizona kod npr. Cushingove bolesti pa i kod stresa povećana 
vrijednost kortikosteroidima inducirane alkalne fosfataze. Međutim, u svinja postojanje takve 
izoforme ovog jetrenog enzima nije dokazano, odnosno prethodno opisano povećanje 
vrijednosti kinetike alkalne fosfataze još uvijek je unutar fizioloških vrijednosti ovisno o dobi 
domaće svinje (72). Ovom idu u prilog i dobivene vrijednosti gama glutamil transferaze, koje 
su slične vrijednostima alkalne fosfataze. Naime, također su uočene statistički značajno više 
vrijednosti gama glutamil transferaze u skupini anesteziranoj izofluranom te u skupini 
anesteziranoj dušikovim oksidulom i izofluranom, nego u kontrolnoj skupini 24. dana od 
početka istraživanja što je slično zabilježeno i u istraživanju Berić-Lerotić (9). Vrijednosti 
alanin aminotransferaze i aspartat aminotransferaze bile su statistički značajno niže u 
skupinama anesteziranim izofluranom te izofluranom i dušikovim oksidulom 16. i 24. dan 
istraživanja u odnosu na kontrolnu skupinu. Stoga povišene vrijednosti alkalne fosfataze i 
gama glutamil transferaze 24. dana uz smanjenje koncentracije albumina u serumu isti dan 
istraživanja u skupini tretiranoj i izofluranom i u skupini tretiranoj dušikovim oksidulom i 
izofluranom mogu nam govoriti o utjecaju izoflurana na metabolizam jetre koja ima središnju 
ulogu pri održanju stalne razine glukoze u krvi. Tako u našim istraživanjima zabilježene su 
statistički značajno više vrijednosti glukoze 24. dana pokusa u prasadi tretirane izofluranom te 
prasadi tretirane kombinacijom dušikovog oksidula i izoflurana u odnosu na netretiranu 
prasad. Isto tako, u literaturi je opisano da pri dugotrajnoj izloženosti stresu na modelu svinje 
dolazi do povećanja koncentracije glukoze u krvi (70). 
Dokaz imunosupresijskog djelovanja izoflurana u ovom istraživanju dobra je osnovica za 
buduća istraživanja u kojima bi se pratio intenzitet imunosupresije, njeno trajanje, ali i u 
kojima bi se proučavala imunosupresijska djelovanja drugih kombinacija inhalacijskih i 
intravenskih anestetika. Kod dugotrajne primjene dušikova oksidula nisu uočeni znanstveno 
utemeljeni znaci imunosupresije pa možemo zaključiti da bez višednevne primjene izoflurana 
nema ni imunosupresije. Prema tome, dugotrajna primjena izoflurana u svinja izaziva 
imunosupresiju pa je za pretpostaviti da je u oboljelih životinja i ljudi koji imaju već narušenu 
imunost, potreban oprez pri višednevnoj izloženosti izofluranu jer postoji mogućnost dodatne 
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imunosupresije, što može dovesti do pogoršanja zdravstvenog stanja bolesnika pa čak i do 
smrtnog ishoda. 
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6. ZAKLJUČCI 
Temeljem dobivenih rezultata istraživanja utjeca višednevne primjene izoflurana i dušikovog 
oksidula kao i njihove kombinacije na modelu domaće svinje možemo zaključiti sljedeće: 
 
• U svinja tretiranih dušikovim oksidulom nakon 24 dana nismo zabilježili statistički 
značajno različite vrijednosti CD4+, CD8+, CD21+ i CD45+ stanica u odnosu na 
netretirane svinje što nas upućuje da dušikov oksidul samostalno ne djeluje 
imunosupresivno na staničnu imunost nakon višednevne primjene; 
 
• U svinja tretiranih izofluranom nakon 24 dana zabilježili smo statistički značajno niže 
vrijednosti CD4+, CD8+, CD21+ i CD45+ stanica u odnosu na netretirane svinje što nas 
upućuje da izofluran djeluje imunosupresivno na staničnu imunost nakon višednevne 
primjene; 
 
• U svinja tretiranih kombinacijom izoflurana i dušikova oksidula nakon 24 dana 
zabilježili smo statistički značajno niže vrijednosti CD4+, CD8+, CD21+, CD45+ 
stanica u odnosu na netretirane svinje. Pri tom treba napomenuti da su vrijednosti 
CD4+, CD8+, CD21+ i CD45+ stanica svinja tretiranih kombinacijom izoflurana i 
dušikova oksidula i svinja tretiranih izofluranom bile podjednake nakon 24 dana, što 
nas upućuje da dušikov oksidul u kombinaciji s izofluranom dodatno ne pojaćava 
imunosupresivno djelovanje izoflurana; 
 
• U svinja tretiranih izofluranom ili njegovom kombinacijom s dušikovim oksidulom 
nakon 24 dana zabilježili smo statistički značajno više vrijednosti udjela neutrofila te 
statistički značajno niže vrijednosti udjela limfocita u odnosu na kontrolnu skupinu što 
možemo povezati s višednevnom izloženošću životinja stresu; 
 
• U svinja tretiranih izofluranom ili njegovom kombinacijom s dušikovim oksidulom 
nakon 24 dana zabilježili smo statistički značajno više vrijednosti koncentracije 
glukoze u odnosu na kontrolnu skupinu što možemo povezati s višednevnom 
izloženošću životinja stresu; 
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• U svinja tretiranih izofluranom ili njegovom kombinacijom s dušikovim oksidulom 
nakon 24 dana pokusa nalaz povišenih vrijednosti jetrenih enzima alkalne fosfataze i 
gama glutamil transferaze u odnosu na kontrolnu skupinu govori nam o narušenoj 
hepatobilijarnoj funkciji posljedično kojoj su i razvidne statistički značajno niže 
vrijednosti ukupnih proteina i albumina u tretiranih životinja; 
 
• Pri histopatološkoj analizi tkiva svinja tretiranih izofluranom ili njegovom 
kombinacijom dušikovim oksidulom nakon 24 dana pokusa, u odnosu na netretiranu 
prasad, zabilježili smo upalne promjene u uzorku pluća, slezene i perifernog limfnog 
čvora što možemo povezati kao posljedicu imunosupresivnog djelovanja izoflurana ili 
njegove kombinacije dušikovim oksidulom na staničnu imunost; 
 
• Pri histopatološkoj analizi tkiva svinja tretiranih dušikovim oksidulom nakon 24 dana 
pokusa nismo zabilježili patološki nalaz u tkivima pluća, slezene i perifernog limfnog 
čvora što upućuje da dušikov oksidul kao samostalni pripravak ne uzrokuje 
imunosupresiju, posljedično tome niti promjene na tkivima pluća, slezene i perifernog 
limfnog čvora. 
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8. KRATICE I SIMBOLI 
- ALB - albumini 
- ALT – alanin aminotransferaza 
- ALP – alkalna fosfataza 
- APC- antigen prezentirajuće stanice (engl. Antigen-presenting cells) 
- APES – aminopropil-tritoksilen 
- AST aspartat aminotransferaza 
- BALT- limfatičko tkivo pridruženo bronhima/bronhioloma (eng. Bronhiol associated 
lymphoid tissue) 
- CD – diferencijcijske molekule (eng. cluster differentiations)  
- CSF – činitelj stimulacije kolonija  
- CSF- cerebrospinalni likvor 
- DNA- deoksiribonukleinska kiselina 
- EDTA - etidiamintetriacetat 
- FITC – fluorescein-izotiocijanatom  
- GGT – gamaglutamil transferaza 
- HCT – hematokrit 
- HE – hemalaun-eozin bojanje tkiva 
- HGB – koncentracija hemoglobina 
-  IFN- interferon 
- KKS – kompletna krvna slika 
- LČ- limfni čvorovi 
- LP- lamina proprija 
- MAK – minimalna alveoalna koncentracija 
- MCH – masa hemoglobina po eritrocitu 
   68 
- MCHC – koncentracija hemoglobina po eritrocitu 
- MCV- prosječni volumen eritrocita 
- MHC- glavni sustav tkivne snošljivosti (engl. Major histocompatibility complex) 
- mPt- monoklonska protutijela 
- NK stanice – prirodnoubilačke stanice (eng. Nature killer cells) 
- PBS – fosfatni pufer 
- Pe- fikoeritrin 
- PP- Peyerove ploče 
- RNA – ribonukleinska kiselina 
- PLT – broj trombocita 
- SPF-specifični patogen (engl. specific-pathogen free) 
- TCR- T- stanični receptor 
- TGF- transformacijski činitelj rasta 
- TNF- tumor nekrotizirajući faktor 
- WBC – broj leukocita 
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